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Inzynieria genetyczna jako metoda leczenia ludzkich chordb
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Choroba genetyczna? Nic prostszego:
wystarczy zmieni¢ wadliwy gen

na prawidtowy. Ta prosta w teorii idea
okazuje si¢ bardzo trudna w praktyce

Dzieki rozwojowi inzynierii genetycz-
nej do komérek ssakéw mozna dzi§ wpro-
wadza¢ dowolne geny. Stanowi to podstawe

terapii genowej, ktéra definiuje sig jako le-
czenie choréb za pomoca kwaséw nukleino-
wych, zaréwno genow - czasteczek, w kto-
rych zapisana jest informacja o budowie bial-
ka - jak i tzw. niekodujacych sekwencji DNA
lub RNA. Niestety, ma ona gtéwnie charak-
ter eksperymentalny, poniewaz jej stosowa-
nie okazato sie znacznie trudniejsze, niz po-
czatkowo przypuszczano.

Optymistyczne poczatki

Pierwsza udana transformacja genetyczna
komorek ssaczych miata polski akcent: prze-
prowadzona zostata w roku 1962 przez pracu-
jacego na Uniwersytecie Wisconsin polskiego
uczonego Wactawa Szybalskiego ijego Zong
Elizabeth. Wprowadzili oni fragmenty prawi-
dtowego DNA genomowego do ludzkich fi-
broblastow, w ktorych upo$ledzony byt me-
taboliczny szlak rezerwowej syntezy nukle-

Czekajacy na terapie
chiopiec chory

na niewydolno$¢ uktadu
odpornosciowego Zyje

w sterylnym ,,akwarium”.
Jego starszy kolega
dzigki udanej terapii
genowej znajduje si¢

juz po drugiej stronie




otydéw. To wtedy profesor Szybalski po raz
pierwszy uzyt terminu ,terapia genowa”, su-
gerujac, ze w przysztosci mozliwe bedzie mo-
dyfikowanie genomu w celu leczenia chordb.

Wyniki do$wiadczen na zwierzetach
uzasadniaty optymizm, z jakim przystapio-
no do préb Kklinicznych. Pierwsza z nich
przeprowadzono w roku 1990 w Stanach
Zjednoczonych. Choroba z wyboru byt wro-
dzony niedobor odpornosci (SCID), wynikaja-
cy z mutacji w genie deaminazy adenozyno-
wej (ADA). Chorzy na SCID musza spgdzac
cale zycie odizolowani od otoczenia, ponie-
waz kazda infekcja stanowi zagrozenie dla
ich zycia. Od czteroletniej dziewczynki cho-
rej na niedobdr odpornosci pobierano leuko-
cyty i w laboratorium wprowadzano do nich
prawidtowe kopie genu ADA. ,Wyleczone”
w ten sposob komorki ponownie podawano
dziecku. Dzi$ ta juz mioda kobieta jest zdro-
wa i prowadzi normalne zycie, cho¢ nie wia-
domo, na ile jej wyleczenie byto efektem te-
rapii genowej, a na ile towarzyszacymi tera-
pii zastrzykami z enzymem ADA. Niemniej
w kolejnych probach u kilku innych pacjen-
tow zastosowano wylgacznie terapi¢ genami
i takze osiagnieto istotng poprawe. Takie wy-
niki nie tylko nie ostabity optymizmu bada-
czy, ale sugerowaly, ze w krotkim czasie te-
rapia genowa stanie si¢ skuteczng metoda le-
czenia wielu choréb.

Lderzenie z rzeczywistoscig

Wprowadzenie genu do komorki w ta-
ki sposéb, zeby zadziatal, jest jednak bardzo
trudne. Mozna prébowac robi¢ to na wiele
sposobéw. Aby wprowadzi¢ transgen (czyli
gen obcy, pozakomdérkowy) do miesni szkie-
letowych, wystarczy np. wstrzykna¢ do nich
roztwor z tym genem (w postaci plazmidu).
W do$wiadczeniach na krélikach, u ktérych
wczesniej wywotaliSmy niedotlenienie kon-
czyn, wprowadzenie genu kodujacego VEGF
(biatko stymulujace powstawanie naczyn
krwionosnych) prowadzito do nasilenia angio-
genezy i znaczacej poprawy przeptywu Krwi.

Podobng strategie prébowano stoso-
wa¢ w Klinice. Wyniki pierwszych ekspe-
rymentow zespOtu niezyjacego juz profeso-
ra Jeffreya Isnera byly bardzo obiecujace.
Obserwowano tworzenie sie nowych naczyn,
a u niektorych chorych podanie plazmidu
znacznie poprawito stan zdrowia. Niestety,
poézniej okazato sie, ze opisywane efekty sg

Wojciech Biedrzycki

A. Fazy prob klinicznych terapii genowych

(Wl Badania | oraz 1/ fazy 80,9%
4 Badania Il oraz Il/1l fazy 16,7%
[l Badania 11 fazy 2,4%

B. Choroby leczone w probach klinicznych
terapii genowych

[l Nowotwory 66,5%

__| Choroby zakane 6,5%

1B choroby ukiadu krazenia 9,1%
Il choroby jednogenowe 8,3%
) tnne 9,6%

przede wszystkim wynikiem samego zabie-
gu, anie syntezy biatka z wprowadzonego
genu, ktora byta bardzo staba.

Trudnosci z wyrazaniem

Aby mdc uzyska¢ wysoki poziom ekspre-
sji genu, konieczne byto zastosowanie innej
metody: tzw. wektoréw wirusowych. Wektor
to nos$nik genow, a wektor wirusowy to spe-
cjalnie przygotowany wirus, w ktérym geny
niezbedne dla zycia wirusa zastepuje sig
genem, ktéry chcemy wprowadzi¢ do komé-
rek (tzw. transgenem). Dzigki temu wirus
nie moze sie namnaza¢, zachowuje jednak
zdolno$¢ wprowadzania genéw do komorek.
Obecnie najczesciej stosuje sie wektory ade-
nowirusowe (zbudowane na bazie pewnej
klasy wiruséw zwanych adenowirusami) ze
wzgledu na ich duza skuteczno$¢. Majg one
jednak powazng wade: wywotuja silng reakcje
uktadu odpornosciowego. Stanowi to zagroze-
nie zdrowia, a nawet zycia biorcy, a jednocze-
$nie komorki, ktore pobraty wirusa, sa specy-
ficznie niszczone przez ukiad immunologicz-
ny. Silna reakcja na podanie wektoréw adeno-
wirusowych stata sig¢ w 1999 roku przyczyng
Smierci jednego z pacjentow. Po tej tragedii
wstrzymano na pewien czas wszystkie proby
kliniczne z wykorzystaniem adenowirusow.

Obecnie adenowirusy sa wykorzystywa-
ne przede wszystkim w probach leczenia no-
wotworow, gdyz w tym przypadku aktywacja
uktadu odpornosciowego moze nawet zwigk-
szy¢ efektywno$c¢ terapii. Na bazie adenowi-

Wigkszos¢ stosowanych
na $wiecie terapii
genowych weigi znajduje
sig na etapie prob
Klinicznych w roznych
fazach badan (A);
obecnie metody takie
najezesciej testuje sig do
leczenia nowotwordw (B),
(wg. www.wiley.co.uk/
/genmed/clinical)
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Obie te myszy urodzity

sig¢ chore, uszkodzenie
genu apoE prowadzi

do cigikiej miadzycy.
Mysz na zdjeciu po prawej
stronie poddano leczeniu
wektorem adenowirusowym
typu gutless zawierajacym
cDNA z prawidtowym
apoE. Kontrolne zwierze
po lewej stronie cierpi

na silng miazdiyce.

Na dole tetnice szyjne

wybarwione czerwieniq

olejowa uwidaczniajacq
blaszki miazdzycowe
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Inzynieria genetyczna jako metoda leczenia ludzkich chordb

rusa powstat Gendicine, pierwszy na Swiecie
no$nik zaaprobowany do leczenia guzow szyi
i gtowy w Chinach. W polaczeniu z radiotera-
pia znaczaco wydtuza on zycie pacjentow.

Wirus bez wnetrza

Najlepszym rozwigzaniem wspomniane-
go problemu okazato sie usunigcie z geno-
mu adenowirusa wszystkich kodujacych se-
kwencji DNA, czyli stworzenie wektoréow
gutless (z ang. oznacza wektor ,bez wnetrz-
nosci”). Za ich pomocg badacze z zespotu
Lawrence’a Chana z Houston (w tym jedno
z nas, Alicja Jozkowicz) byli w stanie catko-
wicie zablokowa¢ rozwdj miazdzycy u my-
szy pozbawionych genu apoE, nie wywotu-
jac przy tym zadnych skutkéw ubocznych.
Efekt utrzymywat sie¢ przez cale zycie zwie-
rzecia, czyli przez ponad 2,5 roku. Wektory
gutless nie sg jednak pozbawione wad - bial-
ka kapsydu wirusa wciaz mogg aktywowac
uktad odporno$ciowy, a mato wydajna meto-
da produkcji utrudnia ich stosowanie w pré-
bach klinicznych.

Wigksze nadzieje mozna wigzac z tatwiej-
szymi do uzyskania wektorami AAV, z kto6-
rych rowniez usuwa sie wszystkie geny wi-
rusowe. Stosujgc je, osiagano dtugotrwata po-
prawe objawéw hemofilii lub dystrofii mie-
Sniowej nie tylko u myszy, ale i u wiekszych
zwierzat - psow i rezusow. Obiecujace wyni-
ki uzyskano tez w prébach klinicznych, np.
w leczeniu choroby Parkinsona. Kilka miesie-
cy temu pojawito sig doniesienie o przypadku
$mierci pacjentki cierpiacej na reumatoidalne
zapalenie stawow, ktorej podano wektor AAV
z genem terapeutycznym. Okazato sie jednak,

Ze przyczyna tego tragicznego zdarzenia nie
byt wektor, ale efekty uboczne innego leku.
Wobec powyzszych trudnosci prébuje sie
stosowac takze inng strategie. Komorki sa
modyfikowane genetycznie pozaustrojowo,
a p6zniej wprowadzane do organizmu. Do
tego celu nadaja si¢ wektory retrowirusowe,
ktére wbudowuja transgen do genomu. Jest
to obecnie jedna z najcze$ciej wykorzysty-
wanych strategii w prébach klinicznych te-
rapii genowej. Ze stosowaniem retrowiruséw
wigze sig jednak pewne ryzyko, dtugo uzna-
wane za teoretyczne. Nie mozemy Kontrolo-
wac, w jakie miejsce w genomie whudowany
zostanie wprowadzany gen. Moze sie znalez¢
w okolicy tzw. onkogendw, czyli genow, kto-
rych mutacje (zmiany) powoduja powstanie
nowotworu. Szansa na takie zdarzenie jest
oczywiécie minimalna, jednak jak sie, nie-
stety, okazato - realna. U kilkunastu leczo-
nych chtopcéw modyfikacja komérek krwio-
tworczych przyniosta zdecydowana poprawe.
Niestety, u trzech pacjentéw w ciggu 2-3 lat
rozwineta sie biataczka, ktéra stata sie przy-
czyng $mierci jednego z nich. Ten dramatycz-
ny efekt uboczny byt prawdopodobnie wyni-
kiem integracji wektora w poblizu onkogenu
LMO2, stymulujacego niekontrolowane po-
dziaty komdrek. Proby kliniczne prowadzone
we Francji zostaty zawieszone do czasu opra-
cowania bezpieczniejszych nosnikow.
Wektory retrowirusowe prébuje sie wy-
korzystywac takze w leczeniu nowotworow.
W tym przypadku modyfikuje sie komor-
ki nowotworowe, wprowadzajac do nich np.
geny cytokin, tak by aktywowaty uktad od-
pornosciowy. Badania takie od wielu lat pro-
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wadzi w Poznaniu zespot profesora Andrzeja
Mackiewicza. Niedawno opisano rowniez
obiecujgce wyniki terapii przerzutujacego
czerniaka za pomocg limfocytéw, do ktorych
wprowadzono geny receptoréw rozpoznaja-
cych charakterystyczne dla czerniaka biatko
MART-1. W zatozeniu zmodyfikowane limfo-
cyty na swojej powierzchni wytwarzaja re-
ceptory rozpoznajace to biatko i niszcza ko-
morki, ktore biatko to zawieraja. U dwdch
sposrod kilkunastu chorych uzyskano zna-
czaca poprawe i zanik przerzutow.

Nie zawsze jednak terapia genowa ma na
celu wprowadzanie genow, aby uzyskac pro-
dukcje okreslonego biatka. Coraz wiecej prob
zmierza do hamowania niepozadanej aktyw-
nosci genow. Wykorzystuje sie przy tym nie-
kodujace fragmenty DNA lub RNA wprowa-
dzane do komodrek bez pomocy wektorow.
Obecnie najwieksze nadzieje wiaze sie z in-
terferujgcymi czasteczkami RNA (siRNA)
oraz z aptamerami RNA (czasteczkami wia-
zacymi sie do biatka VEGF). Probuje sie ich
uzywac miedzy innymi do leczenia pacjen-
tow ze starczym, wysiekowym zwyrodnie-
niem plamki z6ltej, ktére jest najczestsza
przyczyna utraty wzroku u oséb powyzej 65.
roku zycia. Préby kliniczne oraz obserwacje
lekarzy wskazujg, ze stosowane jako lek ap-
tamery znaczaco spowalniajq utrate wzroku.

Oczarowani na wyrost

Na poczatku lat 90. mogto sie wydawac, ze
terapia genowa wkrétce bedzie powszechnie
stosowana. Rozbudzenie duzych nadziei mu-
siato przynie$¢ rozczarowanie. Pierwsze opty-
mistyczne doniesienia interpretowano dos¢
bezkrytycznie. W mediach pojawiaty sie sen-
sacyjne informacje o ,przetomie” w leczeniu
kolejnych choréb, mimo Ze prowadzono dopie-
ro do$wiadczeniach na zwierzetach lub rozpo-
czynata sie proba kliniczna. Nie sposob nie za-
uwazyc¢, ze spoteczenstwo stosuje inng miare
do préb z tradycyjnymi lekami niz z kwasa-
mi nukleinowymi, traktujac terapi¢ genowa

jako rodzaj nieuprawnionej ,zabawy w Boga”
i przekraczanie granic. Glosnym echem odbi-
ja sie kazde odnotowanie efektow ubocznych.
Nie mozna ich lekcewazyc, jednak warto pa-
mietac, ze tylko w USA liczbe zgonéw spo-
wodowanych efektami ubocznymi lekéw oce-
nia sie na ponad 15 tysiecy rocznie. Niestety,
nie ma skutecznej terapii, ktora nie niostaby
zadnego ryzyka, istotna jest jednak ocena, jak
duze jest to ryzyko w stosunku do korzysci.

Nadzieje i wyzwania

Jest realna nadzieja, ze terapia genowa be-
dzie wykorzystywana w leczeniu nowotwo-
réw - tu dziatanie kwaséw nukleinowych
moze byc¢ krétsze, a aktywacja uktadu odpor-
nosciowego jest nawet pozadana. Ogromnym
wyzwaniem pozostaje leczenie wrodzonych
choréb genetycznych, gdyz wciaz brak bez-
piecznego wektora umozliwiajacego dtugo-
trwalg ekspresje transgenow. Coraz bardziej
obiecujace staja sie wektory hybrydowe la-
czace zalety réznych no$nikow, np. gutless
i AAV, oraz takie, ktére umozliwiaja wprowa-
dzanie genéw w $cisle zdefiniowane miejsce
genomu (oparte na transpozonach). Innym
pomystem jest stosowanie transgendw, kté-
rych aktywno$¢ mozna regulowac (np. przez
podwyzszony poziom cholesterolu) lub ktore
sg aktywne jedynie w okreslonej tkance.

Mimo ze dotychczas wigcej byto niepowo-
dzen niz sukceséw, wierzymy, ze terapia ge-
nowa wciaz jest nadziejg medycyny i pozwo-
li pomdc pacjentom cierpigcym na nieuleczal-
ne choroby. B

Chcesz wiedzie¢ wiecej?
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Leczenie genami testuje
sig na zwierzetach.
Plazmid zawierajacy

cDNA ludzkiego czynnika
wzrostu Srodbtonka (VEGF)
zmienia przeptyw krwi

w niedotienionym migsniu.
A - przeptyw bezposrednio
po indukeji niedotlenienia;
B - po dwoch tygodniach
od podania kontrolnego
genu; C - po dwoch
tygodniach od podania
genu VEGF. Jasniejszy
kolor oznacza wyisze
wartoSci przeptywu
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