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OBLASKAWIONE WIRUSY W SLUZBIE NAUKI I MEDYCYNY

WPROWADZENIE

Wspolczesna medycyna notuje w swoim
dorobku wiele spektakularnych osiagniec
i rozwigzan, zarowno w dziedzinie diagno-
styki, jak tez w leczeniu chorob, majac do
dyspozycji potezne leki i narzedzia chirur-
giczne. Opanowano metody przeszczepow;
transplantologia przedtuza zycie pacjentow i
poprawia jakoS¢ zycia. Jednak w dziedzinie
psychiatrii i neurologii, w probach leczenia
choréb zwyrodnieniowych uktadu nerwowe-
go, takich jak choroba Alzheimera i Parkinso-
na, stwardnienie zanikowe boczne (ALS), czy
w probach przywracania funkcji utraconych
wskutek urazow, czesto jesteSmy bezradni.
Musimy sie zmierzy¢ ze ztozona budowa mo-
zgu i rdzenia kregowego, ktore probujemy
odbudowywac lub pobudza¢ do dzialania. Na

przeszkodzie stoi brak narzedzi, ktore kie-
rowalyby lek tylko do zmienionych miejsc
w mozgu oraz niedostepnoS¢ tych miejsc
dla wielu lekéw. Dlaczego? Ot6z uklad ner-
wowy jest najbardziej chronionym sposrod
wszystkich ukladéw organizmu przed prze-
dostaniem sie¢ obcych, dzialajacych szkodli-
wie czasteczek. Pomiedzy moézgiem i rdze-
niem kregowym a reszta ciatla znajduje si¢
bariera (tzw. bariera krew-moézg, ang. blood
brain barrier, BBB), ktora jest nieprzepusz-
czalna dla wielu substancji docierajacych z
obwodu. M6zg broni sie¢ w ten sposob przed
czynnikami infekcyjnymi i wplywem substan-
¢ji szkodliwych. Aby te bariere pokonac i do-
trze¢ do uszkodzonych tkanek, siegamy po
rozne metody.

JAK DOTRZEC Z TERAPIA?

Szukajac mozliwoSci pobudzania regene-
racji i odtwarzania utraconych polaczen ner-
wowych by przywroci¢ ich funkcje, siegnieto
m.in. po czynniki troficzne. Sa to mate bialka,
wytwarzane przez neurony, ktore pobudzaja
ich aktywnos¢ i regeneracje. Wystepuja obficie
w mozgu zdrowym, ale po urazie zaczyna ich
brakowac. Aby uzupeti¢ niedobory, probuje-
my wiec je dostarczal. Ale biatka nie przedo-
staja si¢ przez prawidlowo funkcjonujaca barie-
re krew-mozg. Nawet wszczepione do miazszu
mozgu czy rdzenia, bywaja nieskuteczne, bo
ulegaja rozkltadowi lub, tak jak czynnik neuro-
troficzny pochodzenia mozgowego (ang. Brain

Derived Neurotrophic Factor, BDNF), sa za-
trzymywane przez pewne receptory blonowe,
rozsiane w miazszu mozgu i rdzenia kregowe-
go. Ci straznicy tkankowi sprawiaja, ze BDNF
rozprzestrzenia si¢ z trudem. Naukowcy wpa-
dli wiec na pomysl, by juz wewnatrz uszko-
dzonych tkanek zbudowa¢ mikroskopijne fa-
bryczki” tych substancji. Najlepiej byloby, aby
produkcje tych biatek podjely same komorki
nerwowe, wtedy moglaby si¢ ona odbywac
w rytm zapotrzebowania na te bialka, sygnali-
zowany komorce przez jej otoczenie. Zeby to
bylo mozliwe, nalezalo do tych komorek do-
starczy¢ geny kodujace biatka BDNF.
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Izolowanie, klonowanie i sekwencjono-
wanie genow, wsparte wielkoformatowymi
analizami ich zaleznoSci i regulacji, umozli-
wily rozwoj tzw. terapii genowej, polegajacej
na naprawie lub zastapieniu wadliwie funk-
cjonujacego genu. W szczegOlnoSci, strate-
gie naprawcze, stosowane po uszkodzeniach
uktadu nerwowego, polegaja na dostarcze-
niu egzogennego, matrycowego DNA, w celu
lokalnego wzmocnienia lub wyhamowania
ekspresji tych biatek strukturalnych lub re-
gulatorowych, ktore pelnia istotna role w od-
budowie sieci neuronowych i przywracaniu
funkcji. TrudnoScia w rozwoju tej terapii jest
znalezienie nos$nika (wektora), ktory wpro-
wadzalby skutecznie geny do komoérek do-
celowych, nie powodujac zarazem skutkow
ubocznych. I tu na scene wkraczaja wirusy.

Wirusy sa malenkimi czastkami materii,
ztozonymi z biatek i kwasow nukleinowych.
Nie sa organizmami, bo nie maja budowy ko-
morkowej i nie moga samodzielnie rozmna-
za¢ sie. Do namnazania potrzebuja gospoda-
rza - komorki, do ktorej wnikna i ktora zmu-
sza do pracy na swoja korzyS¢. Sa wiec paso-
zytami, czesto groznymi dla zycia czlowieka.
Skad wiec pomysl, by je zaprzac do pracy,
liczac na ich dobroczynne dzialanie?

Ot6z wirusy opanowaly umiejetnos¢ wni-
kania do komorek, moga wiec by¢ skutecz-
nym noSnikiem genu, ktory chcemy dostar-
czy¢ neuronom. Ale jak obtaskawi¢ wirusy,
pozbawi¢ je wilasnoSci chorobotworczych,
nie niszczac ich zdolnoSci do kontroli pro-
dukgji biatka?

ZAPRZAC WIRUSY DO SEUZBY W MEDYCYNIE: JAK JE OBEASKAWIC ?

neurologicznych nos$nikami genéw sa po-
chodne wirusow (Tabela 1 i 4), ktore roz-

W wickszoSci obecnie testowanych kli-
nicznie protokolow terapii genowej chorob

Tabela 1. Porownanie liczby badana klinicznych z uzyciem terapii genowych, rozpoczetych w ko-
lejnych latach w okresie od 1989 do 2010 roku. Dane dotycza krajow calego Swiata.

Badania kliniczne, podjete w tym okresie ze wskazafl neurologicznych, stanowily 1,8% wszystkich prob (30
badan), a terapie chorob oczu 1,2% wszystkich prob (20 badan). Polowe wszystkich badan stanowia pro-
by prowadzone z uzyciem adenowirusOw (23,7%), retrowirusow (20,5%) i parwowirusOw stowarzyszonych
z adenowirusami (dependowirusy, AAV; 4,7%). Wg www.wiley.com (Journal of Gene Medicine, Wiley and
Sons), zmodyfikowane.
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winety wydajny system przenoszenia swoich
genow do komorek ssaczych. Konstrukcja
czasteczki wektora wirusowego polega na
zastapieniu endogennych genéw wiruso-
wych, ktorych produkty biatkowe moga by¢
chorobotworcze, genem lub genami ,leczni-
czymi”, zaopatrzonymi w odpowiednie se-
kwencje promotorowe i regulatorowe. W
niektorych przypadkach rekombinowana cza-
steczke DNA oplaszcza si¢ biatkami kapsydu
wirusowego, co umozliwia jej przenikniecie
i ekspresje transgenu w odpowiednich ko-
morkach czlowieka. Tak przygotowane wek-
tory wirusowe moga by¢ wykorzystane do
wprowadzania genéw do komorek mozgu i
rdzenia kregowego, a wiec do powodowania
ekspresji transgenow, czyli gendéw przenie-
sionych w celu wywolania efektu terapeuty-
cznego. Wprowadzany gen moze by¢ dodat-
kowa matryca do produkcji biatka, ktorego
deficyt jest w ten sposOb uzupelniany lub
matryca do produkcji bialek obcych, ktore
wzbogacaja repertuar biatek, wytwarzanych
przez dana komorke.

Jednym z tego rodzaju noSnikOw jest
wektor stanowiacy pochodna dependowiru-
sow, czyli wirusOw zaleznych od adenowi-
rusoOw, inaczej AAV (ang. Adeno-Associated

Virus). Naleza one do rodziny Parvoviridae.
AAV zajmuja piata pozycje na liScie najcze-
Sciej stosowanych noS$nikéw gendéw pocho-
dzenia wirusowego w testowanych obecnie
terapiach genowych chorob cztowieka (4,7%
badan klinicznych z uzyciem terapii geno-
wych (Tabela 1).

Historia transferu gendw z uzyciem AAV
nie jest dluga, z uwagi na do niedawna nie-
wielkie zainteresowanie badaczy grupa Pa-
rvoviridae. Ta mata rodzina jednych z naj-
mniejszych (ac. parvus, maly) wirusow,
ktorych material genetyczny stanowi jedno-
niciowy kwas deoksyrybonukleinowy (ang.
single-stranded DNA, ssDNA), nie stanowiac
patogennego zagrozenia dla czlowieka, byla
przedmiotem zainteresowania tylko niewiel-
kiej grupy wirusologow, zafascynowanych
ich niezwykla biologia. Ich cykl replikacyj-
ny zalezy od wirusa wspomagajacego, kto-
rym jest adenowirus (Ad) lub wirus herpes
(HPV). Pionierska probe transgenizacji komo-
rek ssaczych in vitro z uzyciem AAV podjeli
HERMONAT i MUZYCZKA (1984), jednak kolej-
ne prace datowane sa dopiero na rok 1990,
stanowiacy poczatek dynamicznego rozwoju
tej technologii, ktory trwa do dzis.

BIOLOGIA WIRUSOW AAV

Wiriony AAV sa mate (Srednica: 18-26
nm) i nie posiadaja ostonki wirusowej. Ich
dwudziestoScienny (ikosaedralny) kapsyd
(Ryc. 1), o trojosiowej symetrii, sklada si¢
z 60 podjednostek, nalezacych do trzech
rodzajow biatek strukturalnych (kapsome-
row): VP1, VP2 i VP3, ktore tworza go w
stosunku, odpowiednio, 1:1:10. Te trzy
biatka ptaszcza kodowane sa przez wzajem-
nie naktadajace si¢ sekwencje, dlatego ich
sktad aminokwasowy jest zblizony (rézni-
ce dotycza N-kofica peptydow). Maja one
charakter kwasowy, nie s3a glikozylowane
oraz trudno rozpuszczaja si¢ w wodzie. Ze
wzgledow praktycznych jest istotne, ze sa
one odporne na dzialanie proteaz, deter-
gentOw oraz rozpuszczalnikOw organicz-
nych. Rowniez naprzemienne rozmrazanie/
zamrazanie, liofilizacja, ogrzewanie do 56°C
czy zmiany pH (w zakresie 3-9) nie obniza-
ja infekcyjnoSci czasteczek AAV.

Kazdy wirion zawiera pojedyncza kopi¢
jednoniciowego DNA (ssDNA) wirusa, zlozo-
na z 4675 zasad. Poniewaz ssDNA jest nieak-
tywne transkrypcyjnie, przeksztalcenie geno-

mu wirusowego w dwuniciowe, matrycowe
DNA, jest etapem limitujacym wydajnosc
ekspresji, zarowno w przypadku wirusowego
jak i wektorowego materialu genetycznego
(FERRARI i wspolaut. 1996).

Genomowa sekwencja  nukleotydowa
zawiera dwie duze otwarte ramki odczytu
(ang. open reading frames, ORF), kodujace
geny Rep (biatka zaangazowane w replikacje
i regulacje ekspresji) i Cap (bialka struktu-
ralne), oflankowane na 3’ i 5 koficach pa-
lindromicznymi sekwencjami o odwrdconej
polarnoSci (ang. Inverted Terminal Repeats,
ITR) (Ryc. 2A) (SAMULSKI i wspotaut. 1983).
W 2010 r. udokumentowano istnienie w ge-
nomie AAV2 ORF biatka AAP (ang. Assembly-
Activating Protein), zlokalizowanej we wne-
trzu ORF genow Cap. W 2011 r. potwier-
dzono jej istnienie rowniez dla pozostatych
serotypOw AAV (SONNTAG i wspotaut. 2010,
2011). AAP moze (1) umozliwia¢ transport
biatek VP do jadra, (2) stanowiC rusztowa-
nie umozliwiajace zestawienie kapsomerow
w forme kapsydu albo (3) petnic role biatka
opiekunczego w procesie faldowania bialek
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Rycina 1. Struktura kapsydu wirusOw AAV.

A. Mikrografia elektronowa wirionOw AAV4 (wg
PADRON i wspotaut. 2005). Obraz B przedstawia po-
wierzchnie kapsydu wektora AAV2 (wg XIE i wspot-
aut. 2002). Strzatka wskazuje waski kanal o pieciora-
miennej symetrii, ktory moze stuzy¢ do prezentacji
domeny fosfolipazowej A,, znajdujacej si¢ na N-
koncu biatka strukturalnego VP1. Domena ta umoz-
liwia uwolnienie si¢ wirusa z pdéznego endosomu i
jego dalsza wedrowke w kierunku jadra komorko-
wego.

VP. ITR stanowia 145. nukleotydowe odcin-
ki DNA, ktorych fragmenty o dlugosci 125
par zasad, bogate w pary GC, tworza struk-
tury szpilki do wlosow o ksztalcie litery T
(ACC'BB’A’), a pozostaly odcinek D, o dilugo-
Sci 20 nukleotydow, jest niesparowany (Ryc.
2A). Pomimo znaczacych réznic w palindro-
mowej sekwencji DNA, roznicujacej poszcze-
g0lne serotypy wirusa, pozostaje ona zawsze
zdolna do tworzenia T-ksztaltnej struktury
drugorzedowe;j.

Odcinki ITR, dzialajac in cis, pelnia nie-
zbedne funkcje na poszczegolnych etapach
cyklu litycznego: replikacji, inicjacji transkryp-
¢ji i formowaniu nukleokapsydu. Sa one ko-
nieczne do specyficznej integracji AAV z ge-
nomem gospodarza, ale réwniez negatywnie
reguluja ekspresje genéw wirusa w Srodowi-
sku niesprzyjajacym replikacji (BERNS 1990). Z
punktu widzenia zastosowania tych wiruséw
do konstrukcji wektoroOw AAV, sekwencje
ITR, zlokalizowane #n cis, okazaly sie by¢ jedy-
nymi fragmentami endogennej sekwencji wi-
rusowej, ktore sa niezbedne do wytworzenia
aktywnie infekujacych czasteczek wektorow.

Ze wzgledu na wyjatkowo maly rozmiar
genomu AAV, produkty biatkowe obu ORF
petnia kilka funkcji. Gen Rep koduje co naj-
mniej cztery biatka (Rep78, Rep68, Rep52,
Rep40; Ryc. 2). Podobnie jak w biatkach
strukturalnych, ich sekwencje nakladaja si¢.
Biatka Rep, oprocz kontroli replikacji, regu-
luja rowniez ekspresje genow wirusowych:
(1) pod nieobecnos¢ wirusa pomocniczego
hamuja ekspresje genow AAV i replikacje

——~_ T — VP1(87kDa)

VP2 (73kDa)

W—m— VP3 (61kDa)

B {cuc_} AAP (23kDa)

ITR ITR

transgen (np. eGFP) *

" promotor
poliA

Rycina 2. Struktura genomu wirusOw AAV oraz
produktow ich genéw (A) oraz struktura ge-
nomow rekombinowanych wektorow wiruso-
wych AAV (B).

A. Genom niezmodyfikowanego, ,dzikiego” wirusa
AAV skfada sie z dwoch palindromowych sekwencji
ITR, flankujacych dwie otwarte ramki odczytu (ORF;
ang. Open Reading Frame) dla genow Rep (koduja-
cego biatka regulujace replikacje i ekspresj¢ genow
wirusa) i Cap (kodujacego biatka kapsydu wirusa).
W obrebie genu Cap znajduje si¢ ORF dla biatka
AAP (ang. Assembly-Activating Protein), charakte-
ryzujaca si¢ nietypowym kodonem startu translacji
(CUG). AAP reguluje proces sktadania kapsydu AAV
z biatek strukturalnych, do ktérego dochodzi na te-
renie jadra komorki gospodarza. Na rycinie B przed-
stawiono schemat genomu wektora AAV (zawieraja-
cy transgen i sekwencje regulatorowe), oflankowany
sekwencjami ITR, ktore sa jedynymi pozostawiony-
mi fragmentami wirusowego DNA. Rycina wg Gene
and Expression in Mammalian Cells, New Compre-
hensive Biochemistry, vol. 38, Elsevier 2003, zmody-
fikowano.

DNA; (2) biora udzial w procesie integra-
cji/ligacji wirusowego genomu do genomu
gospodarza i wytworzenia stanu utajenia;
(3) w obecnosci wirusa pomocniczego sa
transaktywatorem ekspresji genow wiruso-
wych; (4) biora udzial w uwolnieniu wiru-
sowego genomu z DNA komoérkowego.
Ekspresja genow dzikich wirusow AAV
koordynowana jest przez trzy promotory;
gen Rep znajduje si¢ pod kontrola promo-
torow p5 i pl9 a ekspresja strukturalnego
genu Cap jest kontrolowana przez promo-
tor p40, zlokalizowany w sekwencji genu
Rep (Ryc. 2A). Do replikacji i inicjacji cy-
klu litycznego wirusa dochodzi na terenie
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jadra komorkowego, gdy komorka znajduje
sie w fazie syntezy (faza S); replikacja zale-
zy od obecnosci produktow pieciu genow
wirusa wspomagajacego (Ad): EIA, EIB,
E4, E2A oraz VA RNA (BERNS 1990).
Wektory AAV sa pozbawione endogen-
nych genow Rep i Cap (Ryc. 2B), nie maja

INFEKOWANIE KOMORKI PRZEZ AAV

Infekcja wirusowa to wieloetapowy pro-
ces, wymagajacy od czasteczki wirusa poko-
nania barier na drodze do jadra komorko-
wego (Ryc. 3). Infekcja odbywa sie stopnio-

HSPG
FGFR \
endocytza

. avR5
integryny —
wczesny endosom V

mikrotubule
i
mikrofilamenty

\

D
(3) le @ @
p6zny endosom 0

&

Rycina 3. Schemat przebiegu infekcji komorki przez wirusy AAV2.

pecherzyk
optaszczony
klatryng

jadro komérkowe
X

jadrowy ==
kompleks
porowy

AAV2 wiaze si¢ z zakotwiczonym w blonie komorkowej proteoglikanem
heparanosiarczanowym (HSPG, ang. Heparan Sulfate Proteoglycan). Wia-
zanie to wzmacniaja ko-receptory: receptor czynnika wzrostu fibrobla-
stow 1 (FGFR-1) i/lub receptor czynnika wzrostu hepatocytow (HGFR).
Nastepcze zwiazanie z integrynami prowadzi do endocytozy wirionow
z udzialem pecherzykow optlaszczonych klatryna (1). Aktywacja Sciezki
biatka Racl i kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) skutkuje rearanzacja
cytoszkieletu, posredniczacego w aktywnym transporcie endosomow do
przestrzeni okotojadrowej. Transport AAV2 odbywa si¢ po mikrotubu-
lach, z udzialem dyneiny (KELKAR i wspotaut. 2006) (2). Odczyn kwasowy
wnetrza endosomu prowadzi do zmiany konformacyjnej w biatkach kap-
sydu i uwolnienia wirionéw. W procesie tym bierze udzial fosfolipazowa
domena A,, znajdujaca si¢ na N-koncu biatka VP1 (3). Cho¢ wirion AAV
jest wystarczajaco maly by jego penetracja do jadra odbyla si¢ poprzez ja-
drowe kompleksy porowe (max. @ 25 nm) (4), do dzi§ nie rozstrzygnieto
czy do jadra wnika caly wirion (SONNTAG i wspoétaut. 2006), czy tez naga
czasteczka DNA (MANI i wspolaut. 2006). Na terenie jadra wirusowe DNA
ulega replikacji (cykl lityczny) lub integruje si¢ z DNA chromosomu 19
(cykl latentny). Rycina wg BUNING i wspotaut. 2008, zmodyfikowano.

wiec mozliwoSsci powielania materialu gene-
tycznego oraz specyficznej integracji z geno-
mem gospodarza, nawet przy nieplanowanej,
wspottowarzyszacej infekcji Ad lub HSV.

Ten fakt ma zasadnicze znaczenie dla pla-
nowania bezpiecznych terapii eksperymen-
talnych i klinicznych.

wo: (1) zwiazanie z I-rzedowym receptorem
powierzchniowym, (2) wejScie do komorki
gospodarza, (3) transport wewnatrzkomor-
kowy, (4) uwolnienie si¢ z péznego endoso-

mu, (5) dekapsydacja, (6)
wejScie DNA na teren j3-
dra. Nastepnie dochodzi do
konwersji genomu wirusa z
jednoniciowego do dwuni-
ciowego i jego integracji z
genomem gospodarza lub
utrzymywania sie wirusa w
formie episomalnej, zdolnej
do ekspresji kodowanego
genu. Przebieg infekcji naj-
lepiej scharakteryzowano w
przypadku dzikiego wiru-
sa o serotypie AAV2, ktory
odkryto i opisano jako je-
den z pierwszych (BUNING i
wspotaut. 2008).

Uzywajac  technologii
pozwalajacej na Sledzenie
losu pojedynczej czasteczki
wirionu na drodze do ja-
dra komoérkowego wykaza-
no, ze wiriony AAV2 moga
kilkakrotnie, bezowocnie
styka¢ sie z powierzchnia
btony komorkowej, nim
skutecznie zwiaza sie z re-
ceptorami komorkowymi.

Receptorami I[-go rze-
du, wiazacymi AAV2 z po-
wierzchnia  komorki, sa
zakotwiczone w blonie ko-
morkowej  wielkoczastecz-
kowe skladniki macierzy
zewnatrzkomorkowej,  zlo-
zone z rdzenia biatkowego,
potaczonego kowalencyjnie
z glikozoaminoglikanem (tu:
proteoglikanem  heparano-
siarczanowym; ang. Heparan
Sulfate Proteoglycan, HSPG).
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Tabela 2. Komorkowe receptory i biatka powierzchniowe, wy-
korzystywane przez poszczegOlne serotypy wirusOw AAV do
wnikniecia do komorki gospodarza (wg BUNING i wspotaut.

dalsze etapy inwazji wirusa.
Wiazanie z HSPG powodu-
je zmiany konformacyjne w

2008). kapsydzie AAV, niezbedne do
Serotyp AAV Receptor I-go rzedu Ko-receptor(y) i bialka jego dalszego oddzialywania z
wiazace ko-receptorami, ktére wzmac-
AAV1 nieopisany nieopisany ini ; ; :
AAV2 HSPG FORR niaja nvlzu%zan%e AAV %FGFR) i
HGFR warunkujg - jego  endocytoze
Receptor lamininy (z udzialem integryn). Row-
ﬁegﬂ/na avgs niez przebieg transportu pe¢-
egryna asf; 2

AAV3 HSPG FGFR-I cherzykow .endoso.malnych.
Receptor lamininy do przestrzeni okotojadrowe;j
AAV4 O-podstawiony kwas moze ogranicza¢ wydajnos¢

sjalowy e
AAVS N-podstawiony kwas PDGFR-a tranSdukc_ll ,AAV (Ryc. 3). Sa
galowy pr'z_eslankl‘, ze rozp.ad'kapsydu
AAV6 kwas sjalowy wirionu i uwolnienie geno-
AAV7 HSPG o mowego DNA przebiega na
nieopisany nieopisany . . PR _
AAVS Receptor lamininy dro?ze ub1kw1tylac11. i degral
AAV9 Receptor lamininy dacji proteosomalnej (LUX i
AAV10, AAV11, AAV12, nieopisane nieopisane wspotaut. 2005). Dotychczas

AAVmo-1, AAVra-1

poznane komorkowe recep-

HSPG ma dwie twarze, poniewaz jego nadmiar
w macierzy zewnatrzkomorkowej moze pro-
wadzi¢ do wychwytywania wirionoéw, blokujac

tory powierzchniowe, wyko-
rzystywane przez pozostale serotypy wirusa,
przedstawiono w Tabeli 2.

KONSTRUOWANIE NOSNIKA GENOW AAV

Wektory AAV powstaja poprzez wsta-
wienie transgenu, czyli sekwencji koduja-
cej bialko, np. terapeutyczne, w miejsce se-
kwencji Rep i Cap (Ryc. 2). Aby powstaly w
peitni funkcjonalne czastki AAV, fragmenty
ITR na konicach 5’ i 3’ wirusowej sekwencji
kodujacej transgen, musza byC obecne in
cis. Produkcje AAV prowadzono pierwot-
nie w obecnoSci wirusOw pomocniczych.
Preparaty takie byly jednak zanieczyszczo-
ne elementami pochodnymi tych wirusow
i charakteryzowaly si¢ duza immunogenno-
Scia. Wspolczesnie, metoda produkcji AAV
wykorzystuje troj- lub dwuplazmidowa ko-
transfekcje komorek embrionalnych nerki
cztowieka (ang. Human Embryonic Kidney
Cells, HEK) linii 293 (tzw. linia pakujaca).
Komorki te zawieraja region EIA i EIB ge-
nomu adenowirusowego (Ad5) (GRAHAM i
wpotaut. 1977). Region ten koduje in trans
biatka E1 adenowirusa. Pozostale geny nie-
zbedne do powstania wirionéw AAV do-
starczane sa w plazmidzie zawierajacym
transgen (wektor 1) oraz dwoch plazmi-
dach pomocniczych. Jeden z nich zawiera
genom wirusowy AAV — geny Rep i Cap
(AAV-helper plazmid, wektor 2), a w kolej-
nym zakodowane sa biatka adenowirusowe

E2A, E4ORFO, oraz niekodujace RNA — VA
RNA (Ad-helper plazmid, wektor 3) (XIAO i
wpolaut. 1998). System transfekcji trojpla-
zmidowej jest dostepny komercyjnie od kil-
ku lat. W przypadku infekcji dwuplazmido-
wej jeden plazmid koduje transgen (wek-
tor 1), natomiast geny Rep, Cap oraz geny
adenowirusowe dostarczane s3 do komorek
in trans na jednym wspolnym plazmidzie
pomocniczym (pDG) (GRIMM i wspolaut.
1998, Jazwa i wspotaut. 2007). Uzyskane
obiema technikami wektory sa defektywne
replikacyjnie.

Izolowanie czasteczek wektorow z ko-
morek HEK293 rozpoczyna sie od wiro-
wania lizatow komorkowych w gradiencie
jodiksanolu. Uwolnione czasteczki wekto-
ra osadza si¢ na kolumnach wypetnionych
ztozem heparynowym, poddaje elucji oraz
zbiera ich frakcje z uzyciem wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC, ang.
high performance liquid chromatography)
(ZOLOTUKHIN i wspoélaut. 1999). Procedu-
ra ta, w ktorej wykorzystuje si¢ zdolnosc
wigzania czasteczek AAV serotypu 2 z siar-
czanem heparanu, pozwala na uzyskiwanie
wysokiej czystoSci izolatow.
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WEASCIWOSCI KAPSYDU AAV

Poznanie wlaSciwosSci kapsydow AAV
umozliwiajacych im wiazanie si¢ z recepto-
rami i biatkami powierzchniowymi komorek
docelowych (Tabela 2), pozwolilo na selek-
cje i dobor serotypow wektorow, ktore naj-
wydajniej transdukuja dany rodzaj tkanki czy
organ.

AAV2 skutecznie transdukuje rozne
tkanki, ale AAV1 cechuje wicksza skutecz-
nos¢ transdukcji mieSni, stawow, komorek
trzustki, serca i watroby, Srodbtonka naczyn
krwionoSnych oraz komorek osrodkowego
ukladu nerwowego. Polaczenie sekwencji
ITR AAV2 z bialkami kapsydowymi obu se-
rotypow doprowadzilo do powstania tzw.
wektora mozaikowego AAV2/1. To pozwo-
lito na znaczace zwickszenie wydajnoSci
transdukcji przy zachowaniu specyficznego

dla AAV1 tropizmu komorkowego. Podob-
nie AAV4 wykazuje zwickszone, w stosun-
ku do dzikiego serotypu, powinowactwo
do komoérek mozgu i siatkowki, AAVS —
komorek mozgu, rdzenia kregowego, phuc,
stawow i komorek watroby, AAV6 — mig¢sni
szkieletowych, komoérek serca oraz S$rod-
btonka dr6ég oddechowych, AAV7 — miesni,
a AAV8 do mies$ni, komoérek trzustki, serca
i watroby. Jakkolwiek wickszoS¢ prac do-
kumentujaca tropizm poszczegolnych sero-
typow wektorow (Wu i wspotaut. 20006),
rézni sie zastosowanym modelem, iloScia
i sposobem podania wektora czy tez me-
todologia analizy wydajnoSci transdukcji,
to uzyskujemy dowdd, ze wektor o danym
serotypie ma zdolnos¢ do infekcji réoznych
tkanek i komorek.

LOS WSZCZEPIANEGO WEKTORA I REKOMBINOWANEGO BIALKA MOZNA SLEDZIC W
TKANCE

Niezwykla kariere w biologii, wszedzie
tam, gdzie chcemy zobaczy¢ to, co niewid-
zialne, robi biatko zielonej fluorescencji,
ktorego anglojezyczna nazwa brzmi Green
Fluorescent Protein (GFP). Jest to bialko,
ktore wystepuje w wielu organizmach
nizszych, z ktorych najbardziej znanym
jest meduza Aequorea victoria. Bialko tej
meduzy, po skierowaniu nan wiazki Swi-
atla, emituje silne, zielone promieniowanie.
Jego gen mozna wprowadzi¢ do komorek,
sprz¢gajac go z rejonem regulatorowym
genu ,naszego“, niewidzialnego bialka.
Swiecenie tego biatka, czy jego udoskonalo-
nej formy, eGFP (ang. enhanced Green Flu-
orescent Protein), ktora Swieci silniej niz
~Zwykte“ GFP, wskazuje miejsca, w ktorych
wystepuje nasze biatko. Dlatego gen eGFP
nazywany jest genem reporterowym. Jesli
wprowadzimy do miazszu moézgu lub rdze-
nia kregowego wektor AAV, ktory bedzie
zawieral gen eGFP, bedziemy mogli Sledzi¢
los wektora, obserwujac miejsca, w ktorych
pojawiaja sie komorki, Swiecace na zielono.
Takie podejscie wykorzystuje sie, probujac
odpowiedzie¢ na pytanie, ktory z seroty-
pow AAV najskuteczniej transdukuje wybra-
ne struktury moézgowe czy rdzeniowe. Za

przyktad sposobu identyfikacji miejsc, w
ktorych znajduje sie wszczepiany transgen,
postuzy materiat z badan wlasnych (Ryc. 4).

Zajmujemy sie¢ prObami terapii ekspe-
rymentalnych uszkodzefi rdzenia kregowe-
go. W jednym z modeli doSwiadczalnych
przecinamy szczurom rdzen kregowy i do-
konujemy iniekcji wektorow AAV z roziny-
mi transgenami — wspomnianym wczesniej
BDNF i/lub biatkiem adhezji komorkowej
L1, waznymi w procesie rozwoju uktadu
nerwowego, ale rOwniez o potencjalnym
dzialaniu terapeutycznym w procesach
pouszkodzeniowych. W obu przypadkach
probujemy pobudzi¢ procesy plastyczno-
Sci neuronalnej, to znaczy zastymulowac
wzrost wypustek nerwowych i reorganiza-
cje ich potaczen. Zeby jednak ocenié, czy
nasze wektory wirusowe pracuja i gdzie
nalezy sie spodziewac syntezy naszych
biatek, trzeba je moéc zobaczy¢ i do tego
celu wykorzystujemy wektor z transgenem
eGFP. Na rycinie 4 mozemy zobaczy¢ przy-
ktadowe zdjecia transdukowanych komorek
rdzenia kregowego w podhuznych skraw-
kach rdzenia, po 5 tygodniach od podania
wirusa.
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Catkowite przeciecie rdzenia
w segmencie piersiowym
Th10-11

ledzwiowy
rdzenia

Iniekcja wirusa AAV5_mCMV_eGFP /
Segment >

Fibroblast

%( Reaktywny
astrocyt
.37 Astrocyt

« Makrofag

Komorki, ktére ulegty transdukcji wektorem
z transgenem eGFP i podjety produkcje biatka,
mozna wykry¢ w mikroskopie fluorescencyjnym

Rycina 4. Model doswiadczalny uszkodzenia rdzenia kregowego oraz iniekcji wektora wirusowe-

go.

Wszczepiony wektor wirusowy rozprzestrzenia si¢ w miazszu rdzenia kregowego i zaopatruje w transgen
sie¢ komorek rdzenia ponizej miejsca uszkodzenia. Obrazy z mikroskopii fluorescencyjnej (spod schematu)
pokazuja zakres transdukowanych komorek w osi grzbietowo-brzusznej (zdjecie prawe) oraz w powieksze-
niu, transdukowane astrocyty w czeSci grzbietowej istoty bialej rdzenia kregowego z segmentu ledZzwiowego

(materiat wlasny, R. Platek).

MODYFIKACJE KAPSYDU WEKTORA

W celu zwickszenia uzytecznoSci wek-
torow AAV, probuje si¢ modyfikowac ich
tropizm do wybranych populacji komorko-
wych. Najprostsze przeksztalcenie polega
na zapakowaniu transgenu oflankowanego
sekwencjami ITR serotypu 2 do kapsydu o
innym niz AAV2 serotypie (ang. pseudopac-
ked AAV vectors). Natomiast wektory mozai-
kowe cechuje mieszany sklad kapsomerow,
pochodzacych z dwoch réznych serotypow
wektora. SpecyficznoS§¢ AAV mozna rOw-
niez zwickszy¢ poprzez optaszczenie kapsy-
du wyjSciowego ligandami, zwickszajacymi
jego zdolnos¢ do wiazania sie¢ z wybranymi
receptorami komoérkowymi. Wprowadzona
zmiana moze wiaza¢ si¢ z modyfikacja ge-
netyczna, ktora prowadzi do przylaczenia
sekwencji bialka, np. domeny rozpoznajacej
antygen powierzchniowy, do tancucha biatek
strukturalnych kapsydu (VP) (chimery AAV).

Moze tez polegac¢ na fizycznym oplaszczeniu
powierzchni kapsydu (ang. re-targeted AAV).
Zastosowanie obu wariantOw znosi pierwot-
ny serotyp wektora.

BURGER i wspolaut. (2004) wykazali, ze
mozaikowe serotypy AAV2/1 i AAV2/5 trans-
dukuja komorki rdzenia kregowego wydaj-
niej niz dziki AAV2 oraz, ze preferencyjnie
transdukuja neurony. Znaczacy wzrost wydaj-
nosci dotyczyl zarowno liczby transdukowa-
nych komorek jak i poziomu ekspresji trans-
genu markerowego, eGFP. Wyzszy, w porow-
naniu z dzikim AAV2, poziom fluorescencji
sugeruje, ze dany neuron ulegal wickszej licz-
bie pojedynczych transdukcji. ROwniez w po-
rownawczej transdukcji siatkOwki wektorem
AAV2/5 i AAV2, wykazano 30-krotny wzrost
liczby kopii transgenu/komorke w przypad-
ku wektora mozaikowego (YANG i wspotaut.
2002). Analogiczne wyniki uzyskano, badajac
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transdukcje istoty czarnej w mozgu wekto-
rem AAV2/1 (MCFARLAND i wspoétaut. 2009,
VAN DER PERRREN i wspotaut. 2011). Oba
wektory mozaikowe cechuje znaczaco wiek-
szy, niz wektory dzikie, zakres rozchodzenia
si¢ i aktywnej transdukcji komorek struktur
mozgu Chipokamp, istota czarna, prazkowie),
cho¢, jednoczesnie, cechuje je duza miedzy-
osobnicza zmienno$¢ w poziomie transduk-
¢ji i/lub ekspresji transgenu, ktora wykaza-
no réwniez w rdzeniu kregowym (BURGER
i wspotaut. 2004). Rozprzestrzenianie si¢
transgenu moze rowniez by¢ wynikiem ich
transportu wstecznego, obserwowanego w
przypadku mozaikowych, a nie wykrywa-
nego w przypadku dzikich serotypow AAV
(BURGER i wspotaut. 2004). To wazna cecha
z punktu widzenia ich przydatnosci terapeu-
tycznej. Przyktadami zachodzenia transportu
wstecznego sa przypadki, w ktorych podanie
wektorow do mie$ni sprawia, ze produktami
genu reporterowego znakuja si¢ motoneuro-
ny a w rdzeniu kregowym (FOUST i wspotaut.
2008, HoLus i wspotaut. 2010). Prawdopo-
dobna droga rozpowszechnienia ekspresji

transgenu jest rOwniez transsynaptyczny,
egzosomalny transport mRNA i/lub bial-
ka (SMALHEISER 2007, LACHENAL i wspotaut.
2011). Najnowsze badania nad skutecznoscia
wektorow AAV o serotypach 1-6, przepro-
wadzone na naczelnych (matpa Chlorocebus
sabaeus) wskazuja na wektor AAV5, jako
najskuteczniej infekujacy komorki mozgu;
przemawia za tym zaré6wno poroéwnanie licz-
by komorek istoty czarnej i jadra ogoniaste-
g0, wyznakowanych biatkiem reporterowym,
jak tez zdolnoS¢ AAV5 do transdukowania
neuronéw i astrocytoOw (MARKAKIS i wspol-
aut. 2010). W badanich witasnych obserwo-
waliSmy, ze AAV5 cechuje dobra wydajnosc
transdukcji komorek rdzenia u myszy i szczu-
row. To, ze wiekszoS¢ badan podstawowych
nad infekcyjnoScia AAV koncentruje si¢ na
takich strukturach mozgu, jak istota czarna i
prazkowie, wskazuje wyraznie, ze medycyna
poszukuje w pierwszej kolejnoSci udoskona-
lonych narzedzi do terapii choréb zwyrod-
nieniowych, obejmujacych te struktury, np.
choroby Parkinsona.

ZWIEKSZENIE SPECYFICZNOSCI TKANKOWEJ I KOMORKOWE]J EKSPRESJT TRANSGENU NA
POZIOMIE TRANSKRYPCYJNYM

Dob6r odpowiedniego promotora pozwa-
la na zawe¢zenie ekspresji transgenu do spe-
cyficznych populacji komorkowych. Regulacja
ta nie zawsze jest Scista, poniewaz sekwencje
ITR potrafia wykazywacC niespecyficzna ak-
tywnoS¢ promotorowa. W pierwszych latach
badan nad terapia genowa z uzyciem AAV,
ale takze w przypadku innych noSnikéw ge-
now pochodzenia wirusowego, badacze za-
interesowani byli maksymalizacja poziomu
ekspresji transgenu. W tym celu wykorzysty-
wano promotory (z powodzeniem uzywane
do dzis), ktore pozwalaly na konstytutywna
ekspresje przenoszonego genu w wielu ty-
pach komorek. Do tego rodzaju sekwencji
regulujacych ekspresje, naleza ludzki i mysi
promotor wczesnych gendéw cytomegalowiru-
sa (hCMV, mCMV) czy tez promotor p-aktyny.
Wspotczesnie, pomimo obaw zwiazanych z
obnizeniem wydajnoSci ekspresji transgenu,
dazy sie do ograniczenia miejsca i czasu, w
ktorym dochodzi do aktywacji ekspresji. W
przypadku OUN, do najczesciej stosowanych
naleza obecnie promotory ograniczajace/pre-
cyzujace ekspresje genow do specyficznej po-
pulacji komorkowej, np: promotor synapsyny
cztowieka (hSyn; specyficzny dla neuronow),

neurono-specyficznej enolazy (NSE), promo-
tor CaMKIla (kinaza specyficzna dla neuro-
now glutaminianergicznych), GFAP (glejowe
biatko wlokienkowe specyficzne dla astrocy-
tow) (SHEVISHOVA i wspotaut. 2005, KUGLER
i wspotaut. 2003). Wspolczesne wirusy II
generacji zawieraja modyfikowane (przewaz-
nie skracane) promotory o zwickszonej ak-
tywnosci oraz indukowanej ekspresji (ZHU i
wspotaut. 2007). Odrebna droga ,ewolucji”
systemu transdukcji wykorzystujacej wektory
AAV sa proby ominiecia, niezbednej do wpro-
wadzenia preparatu wirusowego do struktur
osrodkowego ukladu nerwowego, ingerencji
chirurgicznej, ktora oprocz niebezpieczen-
stwa zwiazanego z sama operacja (mikrousz-
kodzenia), moze mie¢ znaczacy wplyw na
osobnicze roznice w wydajnosci transdukcji
i ekspresji transgenu (okoloiniekcyjna reakcja
zapalna eliminujaca czasteczki wektora, wy-
pltyw preparatu wzdhuz Scian kapilary iniekcyj-
nej). Wykazano skutecznoSc transdukcji zwo-
jow grzbietowych (ang. Dorsal Root Ganglia,
DRG) po podskornym wstrzyknieciu wektora
innego, niz AAV — wirusa pienistego czlowie-
ka (ang. Human Foamy Virus, HFV) (DZIALO i
DEePTURA 2010), niosacego transgen dekarbok-
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sylazy glutaminianowej (GADG7) i efektyw-
nosS¢ tej terapii w zmniejszaniu bolu neuropa-
tycznego u szczuréw (LU i wspoétaut. 2008).
Z kolei XIE i wspotaut. (2011) po raz pierw-
szy zastosowali systemowe, dozylne podanie
czasteczek wektora (AAV9), ktéry ma zdol-
nos¢ do pokonywania bariery krew-mozg, a w

sekwencjach regulatorowych zawiera mikro
RNA, specyficznie degradujace mRNA transge-
nu poza ukladem nerwowym (aktywacja miR-
NA zalezy od specyficznych fragmentow na 5’
i 3’ koficach mRNA transgenu). Porownanie
cech AAV i innych wektoréow wirusowych
przedstawia Tabela 3.

Tabela 3. PorOwnanie cech AAV i innych wektorow pochodzenia wirusowego; zalety i wady naj-
czeSciej wykorzystywanych wektorow wirusowych do transferu genow.

AAV

Retrowirusy

Adenowirusy

e Niska immunogennos¢,
defektywnos¢ replikacji

e Mala pojemno$¢ DNA (4-4,5
kpz)

e Wysoka immunogenno$¢

e Brak zwigzku z
onkogennoscia u ludzi

e Stosunkowo duza
pojemno$¢ DNA (9 kpz)

e Stabilna i dlugotrwala ekspresja
przenoszonych genow (lata)

e Stabilna ekspresja
przenoszonych genow
(integracja z genomem
gospodarza)

e Transdukuje tylko

e Krétkotrwala ekspresja
transgenu (tygodnie do
miesigcy)

e Zmienna wydajnos$¢ transdukeji
(tkanka/ komérka/spos 6b
podania)

e Zdolnos¢ do infekeji wielu
typow komorek réznych
gatunkow zwierzat; infekuja
zar6wno komor ki proliferujace
jak i nieproliferujace.
Szczegdlnie dobre wyniki
uzyskuje si¢ dla OUN, migsni i
pluc

e Bardzo wysokie miano
uzyskiwanych preparatéw
wirusowych (10')

komorki dzielgce si¢

® Wysokie miano
uzyskiwanych
preparatéw wirusowych

(10"

AAV W PROBACH KLINICZNYCH CHOROB NEUROLOGICZNYCH

W przeprowadzonych dotychczas ponad
40 proébach Klinicznych z uzyciem wek-
torow AAV, najpowszechniej stosowano sero-
typ 2 wirusOw AAV lub wirus o ,mieszanej
tozsamosci“, skonstruowany na bazie geno-
mu wektora AAV2 spakowanego do kapsy-
du AAV1 (AAV2/1). W poprzedzajacych je
probach doSwiadczalnych na zwierzetach
wykazano bowiem jego duza skuteczno$S¢ w
transdukowaniu komorek neuralnych gryzo-
ni i naczelnych. Nie wyklucza to mozliwos-
ci, ze inne serotypy, mniej zbadane, moga

by¢ dobrymi kandydatami do zastosowan
w klinice. W ciagu minionej dekady prze-
prowadzono szereg badafn nad tropizmem i
skutecznoscia transdukcji komorek wekto-
rami AAV o roznych serotypach, wykorzys-
tujac do tych badan gryzonie (BURGER i
wspoélaut. 2004). Ale dopiero w 2009 roku
badacze amerykafscy z uniwersytetu Yale’a
w New Haven wespot z badaczami z Gene
Therapy Center z Uniwersytetu Potnoc-
nej Karoliny, przeprowadzili systematyczne
badania na matpach, analizujac skutecznos¢
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transdukcji komorek neuralnych wektora-
mi o serotypach 1-6. Wektory wstrzykiwa-
no do moézgu malp Chlorocebus sabaeus,
ktore zyja na wyspie St Kitts w archipelagu
Wysp Karaibskich, sa spokrewnione z afry-
kanska malpa zielona i naleza do grupy malp
tzw. Starego Swiata. Taki wybor jest wazny,
gdyz sa one najblizszymi krewnymi malp
cztekoksztaltnych i czlowieka, a wiec istnieje
duze podobienstwo struktur moézgowych, jak
tez procesOw biochemicznych i odpornosci-
owych, ktore moga wplywac na losy wirusa.
Wektory AAV do transferu genow sa nie
tylko bardzo skuteczne, ale rOwniez wyjatko-
wo bezpieczne klinicznie. Poniewaz genomy
wektorow tego typu przewaznie nie integru-
ja sie z genomem komorki gospodarza, ich
kancerogenny potencjal jest wyjatkowo niski
w porownaniu, np., z wektorami lentiwiruso-
wymi. Ponadto wektory AAV, po wprowadze-
niu do oSrodkowego ukladu nerwowego, wy-
woluja stabg lub nie wywoluja zadnej reakgcji
uktadu odpornosciowego, dlatego tez sposrod
wszystkich stosowanych dotychczas nosnikow
do transferu genow maja najwieksze szanse
na wprowadzenie ich do kliniki w celu le-
czenia chorob ukladu nerwowego (MANDEL i
BURGER 2004, MCCOWN 2005, WARRINGTON i
HERZOG 2006, TERZI i ZACHARIOU 2008). Z licz-
by 81 zaakceptowanych obecnie protokolow
badan klinicznych (http://www.abedia.com/
wiley/index.html), wykorzystujacych techno-
logie AAV, 11 przeszlo juz przez I faze badan
(ustalenie dawki bezpiecznej), a dla kolejnych
dwunastu testowany jest obecnie zakres efek-
tywnosci (faza II). WiekszoS¢ z przesztych
i obecnie przeprowadzanych badan klinicz-
nych, postuguje si¢ wirusami o serotypie 2.
W leczeniu chor6éb ukladu nerwowego
najbardziej zaawansowane, wsrod terapii z
uzyciem AAV, sa proby leczenia choréb neu-
rodegeneracyjnych: choroby Parkinsona (CHRI-
STINE i wspolaut. 2009), choroby Alzheimera
(TuszyNsKI i wspotaut. 2005) oraz Hungtinto-
na (KELLS i wspolaut. 2008). Nie mniej dyna-
micznie prowadzone sa proby majace na celu
rozwoj terapii stwardnienia zanikowego bocz-
nego (proba US-0380, www.wiley.com/legacy/
wileychi/genmed/clinical/, HESTER i wspotaut.
2009); proba US-0380 i epilepsji (proba US-
0669, www.wiley.com/legacy/wileychi/gen-
med/clinical/, NOE i wspotaut. 2007); proba
US-0669. Wsrod prob terapii choréb neurolo-
gicznych znajdujacych si¢ obecnie na II eta-
pie badan przedklinicznych (n=6), najliczniej
reprezentowana (n=4) jest proba terapii cho-
roby Parkinsona z uzyciem wektorow AAV2

kodujacych neurturyne (NTN), neurotrofing¢ z
rodziny czynnikow troficznych pochodzenia
glejowego (ang. Glial Derived Neurotrophic
factor, GDNF). Testowany preparat nosi nazwe
CERE-120 (Ceregene, Inc., CA, USA). Mimo za-
checajacych wynikOw terapii polegajacej na
dostarczaniu czystego biatka GDNF do komor
bocznych moézgu, proby z uzyciem wektorow
AAV2-NTN (US-0788, www.wiley.com/legacy/
wileychi/genmed/clinical/), podawanych obu-
stronnie do bocznej czesci jadra soczewkowa-
tego, nie przyniosty wyraznej poprawy (MARKS
i wspofaut. 2010). Trwa rekrutacja pacjentow
do kolejnego etapu badan fazy IIb. ROwnolegle
do badan prowadzonych w USA, w Europie
(Wielka Brytania, Szwecja, Hiszpania) realizo-
wane sa trzy podobne programy kliniczne, w
ktorych dzialanie preparatu CERE-120 wzmac-
nia si¢ stosowaniem innych lekéw. Dostepny
jest protokot kliniczny leczenia, natomiast nie
opublikowano dotychczas wynikOw terapii.

Firma Ceregene Inc., prowadzi probe, ktora
ma na celu zwickszenie przezywalnosci neuro-
noéw jader podstawnych w chorobie Alzheime-
ra (US-0623, www.wiley.com/legacy/wileychi/
genmed/clinical/). W tym celu wektory AAV2,
kodujace inna neurotrofing — czynnik wzro-
stu nerwow (ang. Nerve Growth Factor, NGF)
(CERE-110-03), podawane sa do jadra podstaw-
nego wielkokomorkowego kresomoézgowia (.
Meynerta).

Ostatnia z prob znajdujacych sie na II eta-
pie badan, testujacych terapie genowa z uzy-
ciem wektorOw AAV, ponownie dotyczy cho-
roby Parkinsona. Jest ona realizowana przez
firme Neurologix Inc., NJ, USA i opiera si¢
na odmiennej strategii. W celu opanowania
uciazliwych dla pacjenta ruchow mimowol-
nych i poprawienia funkgcji jader podstaw-
nych, wektory AAV2 kodujace dekarboksy-
laze kwasu glutaminowego (GADG5; enzym,
katalizujacy powstawanie neuroprzekaznika
hamulcowego GABA), podawane sa do ja-
dra niskowzgorzowego, zwickszajac jego
przekaznictwo hamulcowe (NCT00643890).
Znaczaca poprawa funkcji w znormalizowa-
nych testach do badania funkcji ruchowych
(ang. Unified Parkinson Disease Rating Scale,
UPDRS), wykazana u pacjentow, ktorym po-
dano preparat wirusowy (LEWITT i wspolaut.
2011), dowiodly skutecznoSci zastosowane-
go podejScia, rozbudzajac nadzieje na po-
step w leczeniu tej choroby. Wybor prob kli-
nicznych z uzyciem wektorow wirusowych
przedstawia Tabela 4.

Celem dziatan, ktore umozliwiaja dostarc-
zenie wektorow wirusowych do mézgu jest
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Tabela 4. Proby kliniczne z uzyciem wektorow wirusowych do leczenia schorzei neurologicz-
nych.

Firma Terapia Wskazania Faza badania

Retrowirusy
Neurologix NLX-P101: Transgen GAD (ang. Choroba Parkinsona Faza 2
Glutamic Acid Decarboxylase -
dekarboksylaza kwasu
glutaminowego) w wirusie
wstrzykiwanym do jadra
podwzgdrzowego mozgu
Tocagen San Diego Toca-511: kompetentny Glejak Faza 1/2
replikacyjnie wektor
retrowirusowy z sekwencjq
kodujaca deaminazg cytozyny,
aktywatora prekursora leku,
wstrzykiwany do guza

Lentiwirusy
Oxford BioMedica ProSavin: lentiwirus z Choroba Parkinsona Faza 1/2
sekwencjami kodujacymi trzech
genow potrzebnych w syntezie
dopaminy, wstrzykiwany do
prazkowia mézgu

Adenowirusy
Advantagene ADV-tk: Niezdolny do replikacji Glejak Faza 1
Auburndale, MA, adenowirus z sekwencja kodujaca
USA kinazg tymidynowa z HSV (ang.
Herpes Simplex Virus),
wstrzykiwany do guza podczas
biopsji

Biogen Adenowirus z sekwencja kodujaca | Glejak Faza 1/2
B-interferon
Ceregene San Diego CERE-120: AAV (ang. Adeno- Choroba Parkinsona Faza 1/2
associated virus - wirus
stowarzyszony z adenowirusem)
z sekwencja kodujaca czynnik
neurotroficzny, neurturin,
wstrzykiwany w obszar
obumierajacych neurondw istoty
czarnej mozgu

Cere-110: AAV z sekwencja
kodujaca NGF (ang. Nerve Choroba Alzheimera Faza 1/2
Growth Factor — czynnik wzrostu
nerwow), wstrzykiwany do
rejonéw moézgu o duzym
skupieniu neuronow
cholinergicznych (jadro Meynerta)

Inne
Diamyd Medical System podawania leku Bal Faza 1
Stockholm, Sweden nacelowany na nerwy: wektor
HSV z enkefaling

minimalizacja uszkodzen i zaburzen funk- do okreSlonego, pozadanego typu komo-
cji w trakcie wprowadzania genu. Wekto- rek, sa szansa na dostarczenie najmniejszej
ry, ktore zasiedlaja duza przestrzen pene- mozliwej iloSci wektora, ktora jednoczesSnie
trowanej tkanki i ktére cechuje tropizm zapewni maksymalna dostawe genu.

PODSUMOWANIE

Dotychczasowe terapie eksperymentalne niosa nadzieje, ze terapie beda skuteczne.
z uzyciem wektorOw wirusowych sa obiecu- Ale maja one wciaz ograniczenia. Sa sytuacje,
jace. Rowniez proby kliniczne drugiej fazy w ktorych chcielibySmy mie¢ mozliwos¢



Wirusy w stuzbie nauki i medycyny

369

kontrolowania ,fabryczek” bialek, zmniejsza-
nia doptywu substancji aktywnych a nawet
,zamkniecia kranu“. W przypadkach, gdy
przedmiotem naszych dzialan powinna by¢
bardzo mata grupa komorek, a pobudzenie
sasiednich komoérek moze przynieS¢ efekty
niepozadane, stajemy si¢ bezradni. Dlatego
naukowcy siegaja dalej w poszukiwaniach.
W 1979 r. Francis Crick, odkrywca kodu
DNA, powiedzial, ze neurobiologia potrzebu-
je techniki, ktora pozwolilaby kontrolowac
wybrane grupy komorek, pozostawiajac inne
"w spokoju”. Mozg jest zbiorem komorek po-
budzanych elektrycznie, a nie tylko chemicz-
nie. Dotychczasowe proby zrealizowania my-
sli Cricka, ktore polegaly na elektryczynym
pobudzaniu struktur moézgu, nie przyniosty

spodziewanych efektow, gdyz powoduja roz-
ptyw elektrycznosci. Zaczeto wiec szukac spo-
sobow by neurony wylaczac¢ i wlaczac tak, jak
wlacza si¢ Swiatlo. Wynikiem tych prac jest
technologia nazwana optogenetyka (DEISSE-
ROTH 2011). Tutaj biolodzy siegneli po opsy-
ny, biatka organizmow jeszcze prostszych niz
meduza. Biatka te petnia role receptorowych
kanatow jonowych, a ich pobudzenie wiazka
Swiatla, prowadzi do pobudzenia lub zahamo-
wania czynnoSci neuronu. Poniewaz opsyny
sa obce dla organizméw ssaczych i wiekszos¢
komorek ssakOw jest niewrazliwa na Swiatlo,
technika umozliwia precyzyjna kontrole wy-
branych grup komorek. I tutaj wektory wiru-
sowe sa narzedziem, ktoére wprowadza opsy-
ny do komorki nerwowe;j.

OBLASKAWIONE WIRUSY W SLUZBIE NAUKI I MEDYCYNY

Streszczenie

Wirusy sa, w powszechnym rozumieniu, cho-
robotworczymi czynnikami, zblizonymi do bak-
terii. W roéznym stopniu szkodliwe dla zdrowia
czlowieka, zarazaja go, aby — nie majac zdolnoSci
do samodzielnego rozmnazania si¢ — wykorzystac
komorki gospodarza do rozplemu. Traktuja wiec
obcy organizm jak swoista wylegarni¢. Mali i groz-
ni najezdZcy. Ale dla naukowcow, ktorzy poszuku-
ja skutecznych metod terapeutycznych, wirusy to
znakomite nosniki i dostarczyciele genow, ktore
w toku ewolucji nabyly zdolnos¢ wydajnego prze-
noszenia wlasnego materialu genetycznego do ob-
cych komorek. By moc je wykorzystywac bez ryzy-
ka, trzeba je obtaskawi¢. W laboratoriach pozbawia
sie je zdolnosSci do namnazania si¢ lub modyfikuje
tak, by zachowaly zdolno$¢ atakowania i niszcze-
nia komorek nowotworowych, nie uszkadzajac ko-
morek zdrowych. Tak zmienione czastki wirusow,
przenoszace pozadane geny, nazwano wektorami
wirusowymi. Uzytecznymi wektorami moga byc¢
tylko te wirusy, ktore toleruja w swoim materiale
genetycznym wprowadzone, obce geny, i ktore ce-

chuje duza wydajnos¢ infekcji. Tylko niektore typy
wirusOw spetniaja te warunki. Sa miedzy nimi re-
trowirusy, adenowirusy i parwowirusy “stowarzy-
szone” z adenowirusami; tzw. dependowirusy (ang.
adeno-associated virus, AAV). Te ostatnie zasluguja
na szczegbdlna uwage, gdyz bez wsparcia towarzy-
szacego im adenowirusa nie potrafia si¢ namnazac
i sa nieszkodliwe dla cztowieka. To wtasnie ich ob-
laskawione formy okazaly si¢ obiecujacym narze-
dziem w probach leczenia choréb zwyrodnienio-
wych uktadu nerwowego. To narzedzie probuje sie
wykorzystywaé rowniez do ochrony komoérek ner-
wowych i poprawy ich funkcji po uszkodzeniach.

Artykul wprowadza czytelnika w Swiat wekto-
row wirusowych, opisuje sposoby ich konstruowa-
nia i uzycia w doSwiadczalnych terapiach zabu-
rzen, wywotanych uszkodzeniami moézgu i rdzenia
kregowego. Przytoczono najnowsze dane na temat
skutecznoSci i perspektyw prob klinicznych tera-
pii genowych oraz uzycia tych nos$nikow w opto-
genetyce.

TAMED VIRUSES SERVE SCIENCE AND MEDICINE

Summary

Viruses may be used in science and medicine
as efficient carriers and gene suppliers to various
organs and tissues. They developed the ability to
invade alien cells for self propagation with the
use of the genome of the host. To use them with
no risk, the scientists have to tame them. That
is achieved by removal of the majority of their
genes, including the genes responsible for replica-
tion. The modified viral particles are subjected to
genetic modification of the viral capsid aimed to
increase its infectivity and to target a virus to the
specific cell. After introduction of the therapy-tar-
geted genes they become viral vectors. Not all vi-

ruses can be used as vectors; among those which
are safe for humans and cause a long-term trans-
duction are adeno-associated viruses AAV, promis-
ing for human somatic gene therapy. Till now, ex-
perimental therapies carried out with AAV-based
vectors have shown improvement of function fol-
lowing brain and spinal cord injuries in rats. Such
vectors are currently used in clinical trials of Par-
kinson and Alzheimer diseases. In basic science,
AAV vectors have been recently used to transduce
neurons with opsins, receptor channel proteins
sensitive to light and able to convert a photon
light into an electrochemical signal. They become
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a promising tool in optogenetics, an emerging
field in neuroscience which allows to investigate

changes in function of neuronal circuits after
light-induced or inhibited activity of a single cell.
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