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Terapia genowa - czym jest i jej perspektywy

Streszczenie

Rozwdj inzynierii genetycznej zaowocowat powstaniem nowego nurtu w lecznictwie, polegajacego na
wprowadzaniu do organizmu obcych kwaséw nukleinowych w celach terapeutycznych. Na
przestrzeni ostatnich 20 lat trwaty intensywne badania nad skutecznoscia metod i bezpieczenstwem
ich stosowania. Aktualnie terapia genowa nastawiona jest na dwa tematy: rekompensacja defektéw
genetycznych poprzez wprowadzenie wtasciwych sekwencji DNA oraz wyciszanie ekspresji tych
genow, ktorych produkty biatkowe sa szkodliwe dla organizmu. Mimo mnogosci dostepnych technik,
zaréwno niewirusowych, jak i wirusowych oraz nieustannego rozwoju metodologii zastosowanie tej
terapii w praktyce jest znacznie trudniejsze niz poczatkowo przypuszczano. Obecnie terapia genowa
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ma charakter gtownie eksperymentalny. Wyzwaniem dla naukowcdw jest uczynienie z niej metody
skutecznej i w peli bezpiecznej dla pacjentow.

Stowa kluczowe: terapia genowa, wektory wirusowe, wektory plazmidowe

step

U wszystkich organizméw zywych informacja genetyczna zawarta jest w kwasach nukleinowych, u
wiekszosci z nich jest to DNA, czyli kwas deoksyrybonukleinowy. To specyficzne sekwencje zasad
w DNA stanowia instrukcje do tworzenia bialek, a zarazem determinuja nasza przynaleznos¢ do
gatunku, wyglad i funkcjonowanie organizmu. Taka informacje posiada kazda komoérka, co umozliwia
organizmowi prawidtowe funkcjonowanie. Problem zaczyna sie wtedy, gdy informacja zawarta
w DNA zostanie zmieniona poprzez mutacje. Moze wtedy doj$¢ do niepozadanych zmian w ilosci lub
strukturze biatek, prowadzacych do powaznych dysfunkcji organizmu. Juz w latach 1902 - 1909 A.
Garrod odkryl, iz defekty genetyczne powodujace utrate enzymu sa przyczyna dziedzicznych choréb
metabolicznych. Wiele lat pdzniej S. Cohen i H. Boyer opracowali podstawy inzynierii genetycznej,
ktéra umozliwita narodzenie sie nowego nurtu, pozwalajgcego na leczenie tego typu schorzen juz u
samego ich podtoza, na poziomie sekwencji DNA [3].

Termin ,terapia genowa” zostal wprowadzony przez Elizabeth i Wactawa Szybalskich, naukowcow,
ktorzy w roku 1962 po raz pierwszy przeprowadzili transformacje genetyczna komoérek
eukariotycznych. Dzieki zastosowaniu roztworu fosforanu wapnia udato im sie wprowadzié
fragmenty genomowego DNA do ludzkich komoérek szpiku [9,10]. Natomiast pierwszy przyktad
zastosowania samej terapii genowej u cztowieka miat miejsce we wczesnych latach 90-tych zesztego
stulecia w USA. Leczenie dotyczylo ciezkiego niedoboru odpornosci spowodowanego mutacja
w genie deaminazy adenozynowej (ADA) i polegalo na transferze prawidlowego genu ADA do
limfocytow czteroletniej pacjentki. Od tej pory do roku 2004 przeprowadzono ponad 900 préb
klinicznych terapii genowej na calym swiecie, wiekszos¢ z nich w USA, Wielkiej Brytanii, Niemczech
i Szwajcarii, do roku 2007 byto ich juz 1200, a w chwili obecnej prowadzonych jest 1714 préb
klinicznych terapii genowej na caltym swiecie [17]. Mimo tak wielkiej ilosci prob i doswiadczen
terapia genowa nadal pozostaje eksperymentalng dziedzina medycyny. Wiekszos$¢ strategii i metod
transformacji komorek jest na etapie doswiadczen laboratoryjnych [7,13].

Wyro6zniamy dwa typy terapii genowej: germinalny i somatyczny. Pierwszy typ dotyczy komorek,
z ktérych rozwija sie nowy organizm, czyli gamet oraz komérek we wczesnym stadium zarodkowym.
Wiaze sie to z dziedziczeniem wprowadzonych sekwencji, zwtaszcza, ze w tym wypadku dochodzi do
integracji terapeutycznego genu z genomem biorcy. Zatem zaistniala w genomie rodzica mutacja,
powodujaca chorobe, przestaje istnie¢ a dzieciom przekazywany jest wiasciwy gen. Terapia
germinalna budzi jednak wiele kontrowersji i watpliwosci etycznych. Obecnie uznano, iz ryzyko
manipulacji w liniach ludzkich komoérek rozrodczych przewyzsza mozliwe korzystne skutki tego
zabiegu i doswiadczenia tego typu sa prawnie zakazane.

Terapia somatyczna, jak sama nazwa wskazuje, dotyczy komdrek somatycznych, czyli wszystkich
komorek ciata poza gametami. Wprowadzenie genu do komorek ciata powoduje ztagodzenie lub



usuniecie skutkéw mutacji, jednakze dotyczy to tylko i wytacznie danego pacjenta. Zmiany w DNA
komorek somatycznych nie sa dziedziczne. Mimo, ze chory zostaje wyleczony, w jego komdrkach
rozrodczych nadal wystepuje gen uszkodzony i to on przekazywany jest nastepnym pokoleniom
[7,16].

Zalozenia terapii genowej

Terapia genowa jest to ,leczenie, polegajace na wprowadzeniu obcych kwasow nukleinowych (DNA
lub RNA) do komorek ciala, w celu uzyskania okreslonego efektu”, zatem w celu zrekompensowania
komoérkom mutacji, ktére zaszly w ich wlasnym genomie. Pozadanym efektem jest oczywiscie
usuniecie szkodliwych dla organizmu skutkéw mutacji. Mozna to uzyskac na rézne sposoby. Preparat
wprowadzony do komoérek moze zawiera¢ kompletny gen, najczesciej w postaci cDNA (bezintronowej
sekwencji kodujacej okreslone biatko) lub jedynie krétkie fragmenty DNA lub RNA, kodujacego lub
niekodujacego, zaleznie od zamierzonego efektu *9+.

Terapia genowa, mimo ze jest technika bardzo nowoczesna, czerpiaca z najnowszych osiagniec
technologicznych, w swoich zatozeniach ma wiele wspolnego ze standardowymi metodami leczenia,
np. farmakoterapia. Wiekszos$¢ preparatow farmakologicznych zbudowanych jest na zasadzie
substancja czynna/nosnik i dopiero po potaczeniu tych dwoch faz uzyska¢ mozna wtasciwa forme
leku wraz z jego wlasciwosciami terapeutycznymi i farmakokinetycznymi. Terapia genowa, jako
technika leczenia kwasami nukleinowymi, w zasadniczej wiekszosci przypadkow opiera sie na tym
samym uktadzie substancji. Kwas nukleinowy (DNA lub RNA) stanowi zatem substancje czynna
w terapii genowej, natomiast wektor (np. plazmid lub wirus) jest niczym innym jak nosnikiem
substancji, ktéry umozliwia wnikniecie terapeutycznych genow do tkanek lub narzadéw. Nosnik
warunkuje ekspresje insertu w miejscu docelowym oraz stanowi ochrone dla substancji
terapeutycznej [14].

W zaleznosci od choroby, zastosowanie terapii genowej ma na celu naprawe wady genetycznej,
zmiane aktywnosci poszczegdlnych genow (wyciszenie lub wzmocnienie aktywnosci), badz tez
zahamowanie aktywnosci genu, w przypadku, gdy jego wzmozona ekspresja jest przyczyna choroby.
W zwiazku z powyzszym, wyrozniono pie¢ gtéwnych celéw zastosowania terapii genowej w leczeniu:

1. Kompensacja defektu genetycznego - jezeli w organizmie nie wystepuje dany gen wprowadza sie
prawidtowa jego kopie. Ta strategia wykorzystywana jest takze w przypadku, gdy gen nie
funkcjonuje wystarczajaco wydajnie. Wprowadzenie dodatkowych kopii danego genu pozwala
wzmocni¢ efekt jego dzialania. Strategie te mozna stosowa¢ w leczeniu chordéb jednogenowych
recesywnych, jak np. mukowiscydoza, anemia sierpowata, czy hemofilia.

2. Korekta mutacji punktowych lub genowych - polega na wprowadzeniu prawidtowego fragmentu
genu lub wybranych nukleotydéw w celu usuniecia skutkéw chorobowych zaistniatej mutacji.
Prowadzone sa proby zastosowania tej strategii w leczeniu choréb jednogenowych dominujgcych
i recesywnych, m. in. plasawicy Huntingtona.

3. Inaktywacja wybranych gendéw - te strategie stosuje sie w przypadku, gdy nieprawidlowa
sekwencja danego genu powoduje powstanie wadliwie funkcjonujacego biatka lub nieprawidtowego
RNA. W celu inaktywacji zmutowanych genoéw stosuje sie preparaty zawierajace antysensowne
oligonukleotydy, struktury tripleks, Z-DNA, czy rybozymy, a obecnie takze siRNA [1]. W tej strategii
znalazty zastosowanie takze niekodujace fragmenty DNA i RNA. Metode te stosuje sie w przypadku
chordéb infekcyjnych, nowotworowych oraz jednogenowych dominujacych.

4. Eliminacja nieprawidlowych komoérek - do komorki wprowadza sie geny ,kierujace” ja na droge



samozniszczenia. Najczesciej stosuje sie w tym celu cDNA kodujace biatka toksyczne, czynniki
proapoptotyczne lub immunostymulujace. Metoda ta znalazta zastosowanie w prébach leczenia
choréb nowotworowych oraz infekcyjnych.

5. Nadanie komérkom nowych cech fenotypowych - wprowadzenie wektora ma na celu ,zmuszenie”
komorki do produkcji nowych biatek lub nadania juz istniejacym nowych funkcji. Przyktadem uzycia
tego typu strategii jest terapia proangiogenna, ktéra stosuje sie w leczeniu choréb uktadu krazenia
[9,16].

Metody transferu DNA do komorki

Material genetyczny mozna wprowadzi¢ do tkanek pacjenta wykorzystujac jedng z dwdch
dostepnych strategii: in vivo lub ex vivo. Strategia pierwsza polega na bezposrednim transferze DNA
do komdrek chorego. Preparat genowy mozna podac¢ do gtéwnych naczyn rozprowadzajacych krew
po calym organizmie lub do konkretnego narzadu lub tkanki, np. srédskérnie, dootrzewnowo,
doguzowo. W strategii ex vivo komoérki pobierane sa z organizmu pacjenta, a nastepnie hodowane
w laboratorium. Tam zostaja one poddane transformacji i selekcji, komdrki zmodyfikowane namnaza
sie i podaje z powrotem do organizmu. Tego typu zabiegi mozliwe sa tylko w przypadku komorek,
ktore tatwo mozna pobra¢ i hodowac in vitro, np. komdrek szpiku kostnego lub komoérek
macierzystych krwi [16].

Bez wzgledu jednak na zastosowana strategie transfer kwaséw nukleinowych do komoérek
docelowych napotyka na wiele przeszkdd. Pierwsza jest transport przez btone komoérkowa. Zaréwno
plazmalemma, jak i czasteczki DNA i RNA maja tadunek ujemny, co w znacznym stopniu utrudnia ich
zblizenie sie do siebie. Ponadto kwasy nukleinowe maja silnie hydrofilowy charakter, co catkowicie
uniemozliwia ich wnikniecie do komorki na drodze fuzji z lipidowa btona. W odpowiedzi na ten
problem opracowano szereg metod majacych utatwié¢ przedostanie sie gendéw terapeutycznych do
wnetrza komorki [9]. Najprosciej podzieli¢ te metody na dwie grupy wirusowe i niewirusowe.
W systemie opartym na transferze genéw za pomoca wirusow gtéwna role odgrywaja retrowirusy,
adenowirusy, lentiwirusy i wirusy zwiazane z adenowirusami (adenosatelitarne, AAV). Systemy
niewirusowe zwiazane sa z transferem badZ ,nagiego DNA” (np. plazmidowego), badZz DNA
potaczonego z nosnikiem (np. lipidowym)[1,2].

Bardzo waznym zagadnieniem w temacie terapii genowej sa plazmidy. Plazmidy sa to koliste
czasteczki DNA zdolne do autonomicznej replikacji w komoérkach gospodarza, niezaleznej od
replikacji chromosomow gospodarza. Naturalnie wystepuja one w komoérkach bakterii i grzybow.
Metody inzynierii genetycznej pozwalaja na wprowadzenie do plazmidéw insertéw, najczesciej
w postaci cDNA genu, dzieki obecnosci charakterystycznych sekwencji rozpoznawanych przez
enzymy restrykcyjne, tzw. polilinkera. W terapii genowej wykorzystuje sie plazmidy ekspresyjne,
czyli takie, ktére pozwalaja na ekspresje wklonowanego do nich genu. W sktad konstruktu
plazmidowego wchodzi kaseta ekspresyjna, zawierajaca promotor rozpoznawany przez polimeraze
RNA gospodarza, insert genowy, ktéory chcemy wprowadzi¢ do komdrki oraz sekwencje
poliadenylacji, stabilizujaca powstale mRNA i chroniaca je przed degradacja. Plazmidowe wektory
ekspresyjne zawieraja takze mocne replikony bakteryjne lub wirusowe, umozliwiajace im efektywna
replikacje, oraz geny markerowe i reporterowe. Geny markerowe, np. opornos¢ na antybiotyki,
niezbedne sg w celu selekcji komorek zawierajacych plazmid. Geny reporterowe to takie, ktérych
produkty biatkowe maja wtasciwosci fluorescencji (np. GFP), ich zadaniem jest utatwienie analiz
biochemicznych i molekularnych biatek powstatych na matrycy transgenu *6,14+. Bardzo waznym
elementem tej konstrukcji jest promotor, od niego zalezy efektywnos$¢ i umiejscowienie ekspresji
transgenu w komorce gospodarza. Wykorzystuje sie rézne typy promotoréw, sa to promotory
konstytutywne, tkankowo specyficzne, indukowane (np. przez zwiazki chemiczne), selektywne
(ograniczone jedynie do jednego typu komorek, np. nowotworowych) i regulowane (np. cyklem



komorkowym) [14].

Konstrukty plazmidowe najczesciej uzyskuje sie metoda lizy zasadowej stransformowanych bakterii
Escherichia coli, do oczyszczenia stosujac metody chromatograficzne. Pozwalaja one na otrzymanie
duzych ilosci mRNA kodujacego biatko terapeutyczne *1]. Preparaty plazmidowe sa bardzo szeroko
wykorzystywane w probach terapii genowej, zaréwno w wirusowych i niewirusowych systemach
transportu materiaty genetycznego. W systemie wirusowym sa one niezbedne do utworzenia
rekombinowanych wektorow wirusowych. Zasadnicze znaczenie maja one wlasciwie we wszystkich
strategiach niewirusowych, sg takze podstawowym narzedziem, umozliwiajacym sklonowanie
i namnozenie transgenu [9,14].

Systemy niewirusowe

Niewirusowe strategie transportu kwaséw nukleinowych ciesza sie duzym zainteresowaniem, ze
wzgledu na bezpieczenstwo stosowania w klinice i stosunkowo nieduze koszty *14].

Kwasy nukleinowe mozna wprowadzi¢ do organizmu poprzez bezposrednie wstrzykniecie do tkanki
roztworu DNA plazmidowego w soli fizjologicznej. Jest to tzw. ,nagi DNA”. Ten system ma wiele
zalet, plazmidy sa, jak juz wczesniej wspominano, tanie i proste w produkcji, a ich podanie do
organizmu wywoluje znikome skutki uboczne. Mozna w ten sposéb transformowac¢ komoérki miesni
szkieletowych, kardiomiocyty oraz niektére komorki skory. Podanie nagiego DNA ma jednak wiele
ograniczen. Jednym z nich jest bardzo niski poziom ekspresji wprowadzonego genu w komodrkach
biorcy, ponadto w przypadku wiekszosci tkanek jest to metoda catkowicie nieskuteczna, nie mozna
jej tez stosowac w transformacji komorek in vitro. W celu zwiekszenia efektywnosci transformacji
komorek nagim DNA, trwaja badania nad tzw. metoda hydrodynamiczng. Polega ona na
wstrzyknieciu do krwi duzej objetosci roztworu plazmidowego DNA w krétkim czasie. Jednakze,
z powodu ryzyka uszkodzenia narzadow, raczej nie zostanie ona wprowadzona do leczenia cztowieka
[2,9].

Tak niska skutecznos¢ transferu nagiego DNA do komdrek, zaowocowata opracowaniem szeregu
metod majacych na celu utatwienie jego wnikniecia do komérek. Metody te moga byd fizyczne,
biochemiczne lub biologiczne [9].

Metody fizyczne pozwalaja na transfer plazmidowego DNA do komorki poprzez lokalne i odwracalne
uszkodzenie plazmalemmy. Najczesciej stosowana metoda fizyczng jest elektroporacja, ktéra w celu
wprowadzania kwaséw nukleinowych do komoérek byla stosowana juz w latach 80-tych XX wieku.
W wyniku poddania komérki impulsowi elektrycznemu w blonie powstaja hydrofilowe pory
o Srednicy nieprzekraczajgcej pojedynczych nanometrow. Zaleta tej metody jest nie wprowadzanie
do srodowiska zadnych substancji, ktéore moga oddzialywa¢ z komoérka w niepozadany sposéb [9,12].
Elektroporacja jest bardzo skuteczna, jednakze wiaze sie z ryzykiem powaznego uszkodzenia
komorek. Poczatkowo stosowano te metode jedynie in vitro, jednak to sie zmienito. Obecnie istnieja
urzadzenia, ktore pozwalaja na wprowadzenie DNA poprzez elektroporacje do komoérek skory, miesni
szkieletowych, a nawet watroby [9]. W medycynie, by nie uszkodzi¢ nieodwracalnie btony
komorkowej, stosuje sie impulsowe pole elektryczne. W tym przypadku elektropory sa z reguty
niestabilne i trudno dobra¢ takie warunki traktowania, zeby przez dluzszy czas utrzymac ich
srednice. Inng mozliwg metoda jest elektroporacja przy statym pradzie, jednak dotychczas stosowana
byta jedynie w badaniach na ptaskiej dwuwarstwie lipidowej. Metoda ta rézni sie od impulsowej tym,
ze umozliwia dlugotrwate utrzymanie elektroporéw o stabilnej srednicy, ktore dodatkowo podlegaja
peinej kontroli. Byé w przysztosci wyprze ona stosowane dotychczas metody impulsowe [12].

Metody biochemiczne polegaja na zastosowaniu no$nikéw chemicznych, tworzacych kompleksy



z kwasami nukleinowymi w celu zneutralizowania ich ujemnego tadunku. Tego typu kompleksy
dostaja sie do wnetrza komérki najczesciej za sprawa fagocytozy, rzadziej w wyniku fuzji
z plazmalemma. Ponadto niektére nosniki chemiczne utatwiaja uwolnienie kwasu nukleinowego
z endosomu do cytoplazmy oraz chronia go przed nukleazami komdérkowymi *9].

Pierwszym zastosowanym nosnikiem chemicznym byt fosforan wapnia. Jest on stosowany do dzis,
lecz rzadko, gdyz istnieja efektywniejsze metody chemiczne [9].

Znacznie skuteczniejszym, lecz takze znacznie drozszym nosnikiem chemicznym sa liposomy
kationowe, czesto tez laczone z obojetnymi. Sa one mato toksyczne, jednakze moga wywolywac
reakcje immunologiczng. Mozna je stosowac zaréwno in vitro, jak i in vivo, lecz maja wiele
ograniczen i wlasciwie, w poréwnaniu z wektorami wirusowymi, ich skutecznos¢ wtasciwie jest
niewielka. Wydajnosc¢ transfekcji lipopleksow mozna zwiekszy¢ stosujac specyficzne ligandy wiazace
sie z receptorami na btonie komdrkowej, z czego najbardziej efektywnym do tej pory okazato sie
przytaczenie do kompleksu biatek ostonki wirusa grypy japonskiej.

Kolejna popularna grupa nosnikéw chemicznych sa oligodendrymery, czyli polimery aminowe. Maja
one tadunek dodatni, dzieki czemu tatwo tworza kompleksy z kwasami nukleinowymi, ktére
nastepnie przedostaja sie do komdrki na drodze fagocytozy. Metoda ta jest stosunkowo efektywna
i bezpieczna, nie powoduje ani efektéw cytotoksycznych, ani wzmozonej odpowiedzi odpornosciowe;j.
Oligodendrymery stosowane sa jedynie w transformacji in vitro [9].

Systemy wirusowe

Podstawa do powstania wirusowych systemoéw transformacji komorek byta naturalna zdolnos¢
wirusoOw do wprowadzania swojego materiatu genetycznego do genomu gospodarza. Czastki
wirusowe nalezato tak zmodyfikowaé, by, po pierwsze, nie byly szkodliwe dla chorego, po drugie,
mogty efektywnie wprowadzi¢ gen terapeutyczny do genomu pacjenta. Z genomu wirusa usuwane sa
geny odpowiedzialne za wirulencje oraz czes¢ genow odpowiedzialnych za jego replikacje. Jest to
wazne z dwéch powoddéw, by wektor stosowany w leczeniu nie wywotywat niepozadanej reakcji
immunologicznej oraz, by nie namnazat sie w komdérkach chorego. Najbardziej pozadanym
rozwigzaniem jest przekazanie genu terapeutycznego do jadra komoérkowego a nastepnie degradacja
pozostatosci wektora *2,10]. Ze wzgledu na budowe genetyczna podzielono wektory wirusowe na
dwa rodzaje - rekombinowane i defektywne. Rekombinowany wektor wirusowy nosi obcy gen
w swoim genomie. Jest to mozliwe dzieki rekombinacji homologicznej, ktora tutaj wigze sie z delecja
jednego lub wiecej genéw wirusa odpowiedzialnych za jego replikacje w organizmie nosiciela. Tego
typu wektory moga byd namnazane jedynie w komodrkach, ktére posiadaja aktywne geny usuniete
z wirusa. Do tego typu nosnikéw naleza adenowirusy i niektore wektory oparte o wirusa opryszczki.
Wirusowe wektory defektywne zamiast genomu wirusa posiadaja w kapsydzie jedynie plazmid
zawierajacy docelowy gen oraz sekwencje wirusowe odpowiedzialne za upakowanie DNA do kapsydu.
Wektory rekombinowane zachowuja wiele swoich naturalnych genéw, podczas gdy wektory
defektywne zadnego z wyjatkiem sekwencji umozliwiajacych umieszczenie plazmidu w otoczce
biatkowej [4]. System nos$nikow wirusowych jest bardzo wydajny i do tej pory stosowany jest
w wiekszosci przypadkéw, co stanowi ok. 80% wszystkich przeprowadzanych prob klinicznych
terapii genowej [14].

Wektory retrowirusowe
Wektory retrowirusowe sa jednym z najczesciej uzywanych narzedzi w transformacji komorek.

Materiat genetyczny retrowiruséw stanowi RNA, ktére po przedostaniu sie do komérki gospodarza
zostaje przepisane na DNA, dzieki czemu ulega integracji z genomem. Skutkiem tego wektory



stworzone na bazie retrowiruséw warunkuja stabilna ekspresje genu terapeutycznego. Ponadto
wektory te latwo sie otrzymuje i modyfikuje *2]. Integracja genoéw terapeutycznych z genomem
chorego jest takze bardzo wazne w kontekscie trwatosci sekwencji, gdyz chroni kwasy nukleinowe
przed degradacja przez endogenne nukleazy, znajdujace sie w komdrkach *9]. Do wektoréw
retrowirusowych mozna wprowadzi¢ okoto 8 kb DNA. Najczesciej stosowanym retrowirusem jest
wirus mysiej biataczki Moloneya (MLV), wektory oparte na tym wirusie moga infekowac wiele typéw
komorek i warunkuja dlugotrwala ekspresje wprowadzonych gendéw. Dzieki wprowadzeniu
dodatkowych bialek do ostonki mozliwe jest zwiekszenie powinowactwa wirusa do komoérek
docelowych. Wektory retrowirusowe moga skutecznie wprowadza¢ material genetyczny do
chromosoméw gospodarza jedynie w czasie podzialéw komoérkowych. Jest to ograniczenie, ktore
sprawia, ze nie sg to wektory uniwersalne. Ponadto moga one by¢ stosowane jedynie w strategii ex
vivo. Wektory tego typu, mimo ze nie indukuja odpowiedzi immunologicznej, podane in vivo sa
catkowicie nieskuteczne, gdyz podlegaja degradacji przez uktad dopetniacza. Powaznym ryzykiem
zwigzanym ze stosowaniem wektoréw retrowirusowych jest mutageneza insercyjna - retrowirusy
wbudowuja sie w regiony o duzej zawartosci genéw, zwlaszcza te aktywne transkrypcyjnie. Nie
mozna w zaden sposob kontrolowa¢, w ktére miejsce w genomie wbuduje sie wirus. Zatem
mutageneza insercyjna moze spowodowac szereg niekorzystnych dla komorki oraz calego organizmu
skutkow. Jednym z nich jest zaburzenie waznych zachodzacych w komorce proceséw, a obecne
w wektorze sekwencje promotorowe i wzmacniajagce moga spowodowac inicjacje rozwoju nowotworu,
jesli znajda sie w poblizu onkogendéw. Mimo to jest to aktualnie jedna z najczesciej stosowanych
strategii terapii genowej w prébach klinicznych. Obecnie testuje sie kilka strategii majacych na celu
zwiekszenia bezpieczenistwa stosowania wektorow retrowirusowych [9,10].

Wektory lentiwirusowe

Lentiwirusy naleza do rodziny retrowirusow, najstawniejszym ich przedstawicielem jest wirus HIV.
Ich podstawowa zaleta w poréwnaniu z pozostatymi retrowirusami jest to, ze moga zakaza¢ réwniez
komorki niedzielace sie. Moga nies¢ w sobie insert genowy o wielkosci do 8 kb *2+. Znalazly swoje
zastosowanie w technikach terapii genowej zwiazanych z wyciszaniem ekspresji genow opartych
o siRNA [5]. Wektory oparte na lentiwirusach (najczesciej HIV - 1) maja zalety zblizone do wektoréw
retrowirusowych, takie jak tatwos¢ otrzymywania, trwata i stabilna ekspresja wprowadzonego genu,
wynikajaca z integracji genomu wirusa z genomem gospodarza. Dodatkowa bardzo wazna zaleta
wektorow lentiwirusowych jest mozliwo$¢ usuniecia niemal wszystkich naturalnych genow
wirusowych oraz sekwencji regulatorowych, co warunkuje wysokie bezpieczenstwo stosowania [4].
Dotychczasowe doswiadczenia przeprowadzone na zwierzetach z zastosowaniem wektorow
lentiwirusowych zakonczyly sie sukcesem, dotyczyly one korekty brakow genetycznych oraz
zaburzen fizjologicznych z nimi zwigzanych. Duze nadzieje na wprowadzenie tej metody do terapii
genowej cztowieka rodza takze przeprowadzone préby przedkliniczne [15].

Wielki potencjat posiada nowa generacja nawa generacja wektorow lentiwirusowych - wektory
lentiwirusowe nieintegrujace z genomem (NILV). W zatozeniach pozwoli¢ one maja na catkowite
wykluczenie mutagenezy insercyjnej i zwiazanych z nig konsekwencji. Stworzenie tego typu nosnika
informacji genetycznej umozliwity mutacje w genie integrazy wiruséw. Mutacje te powoduja
dezaktywacje integrazy, jednoczesnie nie uposledzajac ani dziatania odwrotnej transkryptazy ani
transportu kwasoéw nukleinowych do jadra komdrkowego. W ten sposéb DNA wektora funkcjonuje
w jadrze w postaci episomu, utrzymujac ekspresje genu terapeutyczne w tkankach i komérkach
niedzielgcych sie, takich jak siatkdwka, mézg, czy miesnie. Wektory NILV pozwalaja na korekte
mutacji nawet w ludzkich komdérkach macierzystych, nie integrujac sie z genomem i tym samym,
wykluczajac problem mutagenezy insercyjnej *5+.

Wektory adenowirusowe



Materiatl genetyczny adenowiruséw wystepuje w postaci liniowego, dwuniciowego DNA. Naleza do
najczesciej stosowanych i zarazem najbardziej uniwersalnych nosnikéw wirusowych. Ich zaleta jest
tatwos¢ wnikania do wiekszosci tkanek, dotyczy to wszystkich typow komorek, zarowno dzielacych
sie, jak i niedzielacych, a ich skutecznosc¢ in vitro czesto osiaga 100%. W warunkach naturalnych
adenowirusy infekuja komdrki nabtonkowe uktadu oddechowego i pokarmowego, to samo
powinowactwo wykazuja wektory na bazie adenowiruséw, a podane do krwioobiegu wprowadzaja
geny gtéwnie do hepatocytéw i komérek srédbtonka watroby. Nosniki adenowirusowe maja
pojemnosd do 8 kb, a w przypadku, gdy usuniete zostana wszystkie natywne geny wirusa nawet do
30 kb. Ponadto wektory adenowirusowe, jak rowniez same adenowirusy moga transportowac do
komorek duzo diuzsze sekwencje DNA, nawet do 170 kb. Dzieje sie to na skutek przylaczenia
skondensowanego kwasu nukleinowego do otoczki biatkowej wirusa za pomoca biotyny,
streptawidyny lub polietyloiminy. Taki kompleks wnika do komoérki na drodze fagocytozy [2,4].
Wektory adenowirusowe w przeciwienstwie do retrowirusowych, nie maja zdolnosci wprowadzania
DNA do genomu gospodarza. Geny wprowadzone za pomoca tego typu nosnikow pozostaja w jadrze
komdrkowym w postaci episomalnej, pozwala to na bardzo silna ekspresje, lecz tylko przez okres
kilku dni. Po kilku tygodniach obserwuje sie catkowity zanik ekspresji transgenu [1,9]. Najwieksza
wada stosowanych dotychczas wektoréw adenowirusowych jest ich immunogennos¢, ok. 90% ludzi
ma przeciwciata przeciwko adenowirusom, zatem dostarczenie ich do organizmu powoduje silna
reakcje odpornosciowa i zapalna. Ma to takze negatywny wplyw na ekspresje wprowadzonego genu,
gdyz silna reakcja cytotoksyczna w stosunku do zainfekowanych komoérek powoduje jej wyciszenie.
Jednakze uwaza sie, ze przy wiasciwym dozowaniu ryzyko wystapienia tak silnej odpowiedzi
immunologicznej jest znikome [2,9]. Tak powszechne stosowanie tych nos$nikéw informacji
genetycznej spowodowane jest szeregiem zalet, jakie wykazuja. Naleza do nich: dobrze opisany
i tatwy do manipulowania genom, stabilnos¢ wektoréw rekombinowanych, stosunkowo duza
wydajnos¢ pobierania wektora przez komorki in vivo oraz brak zwiazku z procesem onkogenezy u
czlowieka i brak dowoddéw na integracje transgenu z genomem pacjenta. Do tej pory powstaly juz
trzy generacje wektorow adenowirusowych, w kazdej kolejnej jest coraz mniej natywnych genéw
wirusa, a co za tym idzie wieksze mozliwosci upakowania gendw terapeutycznych i wieksze
bezpieczenstwo stosowania [4].

Prowadzono i ciggle prowadzi sie badania majace na celu zmniejszenie ryzyka zwigzanego ze
stosowaniem adenowiruséw w terapii genowej. Do tej pory najlepszym rozwigzaniem wydaje sie by¢
tzw. wektor gutless. Sa to adenowirusy pozbawione wszystkich kodujacych sekwencji DNA.
Zastosowanie ich u myszy z miazdzyca wywotana brakiem genu apoE zakonczylo sie sukcesem.
Précz tego, ze rozwdj choroby zostal catkowicie zahamowany, to terapia nie wywotata zadnych
skutkow ubocznych. Nosniki te nie sg jednak stosowane w proébach klinicznych z powodu trudnosci
z ich wytworzeniem i mozliwo$¢ odpowiedzi odpornosciowej organizmu na biatka kapsydu *10].

Wektory oparte na AAV

Wirusy zwiazane z adenowirusami, inaczej zwane wirusami adenosatelitarnymi, posiadaja materiat
genetyczny w postaci jednoniciowego DNA. Nie sa czesto stosowane z powodu matej pojemnosci,
ktéra wynosi mniej niz 5 kb DNA, mimo usuniecia z genomu wszystkich sekwencji kodujacych (96%
calego ich genomu). Maja wiele zalet. Nie ulegaja autonomicznej replikacji i nie sa patogenne, nie
wywotuja takze odpowiedzi immunologicznej organizmu biorcy [2,4]. Wektory AAV moga one
transdukowaé wiele typow komdrek zaréwno dzielagcych sie, jak i niedzielacych sie. Wprowadzany
przez nie gen pozostaje w postaci episomalnej lub integruje sie z przypadkowymi miejscami
w genomie. Dzikie wirusy AAV wbudowuja sie w Scisle okreslone miejsce (AAVS1) na chromosomie
19 czlowieka. Tej cechy, cho¢ bardzo pozadanej, gdyz eliminuje ryzyko mutagenezy insercyjnej, nie
posiadaja wektory AAV, gdyz dezaktywuje sie ja wraz z usunieciem genu rep z genomu wirusa.
Stosowanie tych wektoréw pozwala uzyskaé dlugotrwata ekspresje gendw terapeutycznych [9].



Wazna zaleta nosnikow DNA opartych o AAV jest mozliwosé zastosowania tego samego serotypu
kolejny raz, ma to ogromne znaczenie w leczeniu schorzen chronicznych *11]. Doswiadczenia
przeprowadzone z zastosowaniem AAV daja obiecujace wyniki. Dlugotrwate efekty uzyskano
w leczeniu hemofilii i dystrofii miesniowej zaréwno u myszy, jak i u zwierzat takich jak psy, czy
rezusy. Nadzieje na szersze wykorzystanie tej techniki w terapii genowej cztowieka budza takze
pozytywnie zakonczone préby kliniczne np. w leczeniu choroby Parkinsona [10]. Jednakze wektory
AAV maja tez swoje wady, procz matej pojemnosci, istotna defektem tych wektoréw jest zalezna od
typu komorek efektywnos¢ transdukcji, np. niski jej poziom obserwowano dla komodrek niektérych
nowotwordw. Zdarza sie takze, ze stosowanie AAV powoduje odpowiedZ immunologiczna na produkt
wprowadzonego genu, co w znacznym stopniu obniza jego ekspresje *11]. Istotnym ograniczeniem
w stosowaniu wektorow AAV w probach klinicznych jest niska wydajnos¢ ich uzyskiwania [9].

Wektory oparte o inne wirusy

Wiele doswiadczen prowadzonych jest obecnie z zastosowaniem wektoréw herpetowirusowych,
szczegodlnie wirusa Epsteina - Barr (EBV) i wirusa opryszczki (HSV). Mozna w nich umiescic¢ insert
o dlugosci 30-40 kb. Wazna cecha wektoréw herpetowirusowych jest mozliwosé¢ replikacji
w komoérkach docelowych, pozwala to na dlugotrwala ekspresje wprowadzonego genu, mimo ze nie
integruje sie z genomem. Wektory HSV w wiekszosci przypadkow stosowane sa do transdukcji
neuronow, natomiast EBV - limfocytéw B *9+. Wektory rekombinowane oparte o HSV sa niestety
cytotoksyczne i czas ekspresji wprowadzanego genu nie przekracza 4 dni, zatem lepszym
rozwiazanie wydawatyby sie defektywne wektory HSV, gdyz w ich przypadku produkt taransgenu
widoczny jest do 4 miesiecy. Jednakze, zdarza sie, ze, niezbedne do ich namnozenia, wirusy
pomocnicze wywotuja efekty neuropatogenne [4].

Wektory w terapii genowej, wykorzystywane najczesciej do testow szczepionek genetycznych, to
pokswirusy, pochodzace od wirusa krowianki. Pozwalaja na silng episomalna ekspresje transgenu,
maja stosunkowo duza pojemnos¢ i nadaja sie do infekowania wielu typow komorek.

Do wprowadzania obcych kwaséw nukleinowych in vitro stosowane sa wektory alfawirusowe. Ich
genom stanowi jednoniciowe RNA. Podobnie jak pokswirusy, mozna je stosowac do réznych typow
komorek, dzielacych sie i niedzielacych. Zapewniaja wysoki poziom ekspresji wprowadzanych genow,
lecz réwnoczesnie hamuja synteze wielu endogennych biatek i moga by¢ toksyczne dla organizmu
[9]. Ze wzgledu na inhibicje translacji biatek gospodarza i bardzo duza efektywnos¢ syntezy swoich
biatek, w zainfekowanej komoérce ok. 90% proteomu stanowig biatka wirusowe. Jest to bardzo duze
ograniczenie dla stosowania tych wektorow w terapii genowej ze wzgledu na to, ze komorka
zawierajgca wektor alfawirusowy umiera po 3 - 4 dniach. Wirusy te jednak moga znalez¢ swoje
zastosowanie w produkcji in vitro biatek rekombinowanych z komorek ssakéw. Ich wysoka
produktywno$¢ pozwala na uzyskanie ilosci biatka wystarczajacej do badan krystalograficznych [6].

Kolejna grupa wektoréw wirusowych, o ktérych warto wspomnie¢ sa wektory bakulowirusowe.
Szczegolnie czesto wykorzystywane sa w produkcji biatek rekombinowanych. Maja szereg zalet,
ktore pozwalaja sadzié, ze w przysztosci moga by¢ szeroko stosowane w terapii genowej. Wnikaja do
komoérek na drodze fagocytozy, a ich materiat genetyczny nie integruje sie z genomem gospodarza.
Nawet podane w duzych ilosciach nie powoduja efektu toksycznego na organizm, nie ulegaja tez
replikacji w komérkach kregowcow. Stosunkowo tatwo sie je otrzymuje, a ich dziatanie nie ogranicza
sie jedynie do komoérek dzielacych sie. Wydaja sie by¢ bardzo bezpiecznymi w stosowaniu nosnikami
informacji genetycznej, lecz badania nad nimi, jak nad wszystkimi nowymi potencjalnymi wektorami,
maja charakter eksperymentalny i nie rozpoczeto jeszcze préb klinicznych *6,9].

Perspektywy wykorzystania terapii genowej



Mimo wielu lat badan i doswiadczen, terapia genowa do tej pory nie jest komercyjnie dostepna.
Obecnie na swiece prowadzi sie proby kliniczne majace na celu wprowadzenie jej do leczenia, lecz
wiekszos¢ metod znajduje sie w pierwszej i drugiej fazie prob, ktére maja na celu testowanie przede
wszystkim bezpieczenstwo terapii, natomiast w czwartej fazie jest jedynie 0,1% [17+. Jednakze
dowodem na nieustanny rozwoj technik terapii genowe;j i ciagta modernizacje jej sSrodkow jest fakt,
ze jeszcze trzy lata temu nie prowadzono ani jednej préby klinicznej w fazie IV *10].

Obecnie wiekszos¢ prowadzonych badan (64,6%) dotyczy stosowania terapii genowej w leczeniu
nowotworow. Inne choroby, dla ktorych probuje sie znalez¢ bezpieczna skuteczng metode leczenia
za pomoca genoterapii, sa to choroby uktadu krazenia, dziedziczne choroby jednogenowe, choroby
infekcyjne, neurologiczne i kilka innych [17].

Istnieje realne prawdopodobienstwo, ze terapia genowa bedzie wykorzystywana w leczeniu
nowotwordw, nie wymaga ono bowiem dtugiej ekspresji kwaséw nukleinowych w komorkach,
a gldéwna wada wiekszosci wektorow, jaka jest odpowiedz immunologiczna organizmu tutaj jest
cecha pozadana. Ogromnym wyzwaniem jest jednak nieustannie leczenie wrodzonych choroéb
genetycznych. Wymagaja one wysokiego bezpieczenstwa stosowanych preparatow oraz dtugotrwatej
ekspresji gendéw terapeutycznych. W tym wypadku obiecujace sa wektory hybrydowe noszace
w sobie zalety roznych nosnikéw (np. gutless i AAV) oraz takie, ktore umozliwiaja wprowadzenie
transgenu w scisle okreslone miejsce w genomie pacjenta, np. oparte o transpozony. Transpozony sa
ruchomymi elementami genomu. Wykorzystywane sa do tworzenia organizméw transgenicznych,
w ktérych uszkodzony gen zostaje zamieniony na terapeutyczny, na zasadzie ,wytnij/wklej”.
Odpowiednio zmodyfikowane by¢é moze znajda swoje zastosowanie w terapii genowej cztowieka *1].
Duzego potencjatu dopatruje sie takze w wektorach NILV. Z dotychczasowych badan wynika, ze
cechuja sie one zaréwno skutecznoscia, jaki bezpieczenstwem, jednakze jak dotad nie rozpoczeto
prob klinicznych z ich udzialem *5,17]. Duze nadzieje budzi takze stosowanie transgendéw
z promotorami regulowanymi, dzieki temu aktywnos¢ ekspresji genu mozna bedzie regulowaé np.
przez podwyzszony poziom cholesterolu *10].

Nieustannie trwaja badania nad udoskonaleniem nosnikéw informacji genetycznej. Niedawno zostalty
opisane bardzo dobrze rokujace na przysztos¢ doswiadczenia z uzyciem zmodyfikowanych
genetycznie bialek jedwabiu pajeczego. Zostaly one zmienione z ten sposob, ze wykazywaty
powinowactwo do chorych komoérek organizmu, natomiast do zdrowych nie. Badania
przeprowadzone na myszach z komorkami ludzkiego raka piersi wykazaty, ze kompleksy biatko/DNA
wprowadzone do organizmu myszy laczylty sie wylacznie z komérkami rakowymi. Materiat
genetyczny

zostal efektywnie wprowadzony do komérek nowotworowych. Komorki te ulegly samozniszczeniu
bez szkody dla organizmu [8].

Waznym aspektem terapii genowej, na ktdrym skupiona jest obecnie uwaga wielu grup badawczych,
jest blokowanie syntezy wadliwych biatek. Najnowsza technika blokujacej terapii genowej jest
interferencja RNA, nazywana takze potranskrypcyjnym blokowaniem genow. Proces ten wystepuje
naturalnie w komdrkach, jako system ochrony przed wirusami. Technika ta polega na taczeniu sie
mate czasteczek siRNA z docelowym mRNA, co powoduje jego degradacje i jednoczesnie
uniemozliwia przeprowadzenie procesu translacji genu. Dzieki temu mozliwe jest selektywne
wyciszanie genow, ktorych produkty biatkowe biora udziat w procesach prowadzacych do réznego
typu patologii lub powstawania komorek nowotworowych. Obecnie w tej technice upatrywane sa
szanse na leczenie chorob o podtozu autoimmunologicznym. Doswiadczenia dotycza blokowania
ekspresji bioracych udzial w inicjowaniu proceséw zapalnych i neutralizowania ich receptorow [1].

Podsumowanie



Terapia genowa jest nadzieja na wyleczenie wielu choréb ludzkich, uwazanych dzi$ za nieuleczalne.
Idealna terapia powinna by¢ bezpieczna a za razem skuteczna. Inne pozadane cechy to tatwos¢
stosowania i niewielka cena. Catkowite wyeliminowanie efektéw ubocznych wydaje sie nie byd
mozliwe do zrealizowania, jednakze obecnie celem badan wielu lekarzy i biotechnologéw jest
udoskonalenie metod transferu materiatu genetycznego do komorek pacjentéw do tego stopnia, by
stalo sie to bezpieczne przynajmniej tak samo jak konwencjonalne metody leczenia. Mimo wielu lat
badao i wielu przeprowadzonych do tej pory préb przedklinicznych i klinicznych terapia genowa nie
jest stosowana komercyjnie.

Rozwdj inzynierii genetycznej, badania nad nowymi wektorami kwaséw nukleinowych, nad
poprawieniem ich efektywnosci i bezpieczenstwa pozwalaja sadzi¢, ze by¢ moze w nadchodzacych
latach terapia genowa stanie sie szeroko dostepna, bezpieczna i skuteczna forma leczenia
przynajmniej czesci chordb, stanowiac uzupelnienie dla metod konwencjonalnych.
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