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Terapia genowa jest nowg metodg
terapii, znang w klinice od co naj-
mniej 1990 r., kiedy to przeprowa-
dzono pierwszg probe kliniczng. Do-
tyczyta ona leczenia wrodzonej cho-
roby monogenowej — ciezkiego
niedoboru odpornosci, spowodowa-
nego mutacjg w genie dezaminazy
adenozyny (ang. severe combined
immunodeficiency, SCID/ADA) przez
transfer prawidtowej formy genu
ADA do limfocytow pacjentow. Od
tego czasu liczba protokofow Klinicz-
nych wzrosta do ok. 900. Dotyczg
one przede wszystkim chorob nowo-
tworowych, wrodzonych defektow
genetycznych, chorob naczyniowo-
-sercowych oraz chordb infekcyj-
nych. Efektywny transfer genow
moZliwy jest gtownie dzieki nosnikom
genow — wektorom. Obecnie wyko-
rzystywane sg gtownie wektory retro-
wirusowe i adenowirusowe, choc na-
gi lub kapsutkowany w lipidach pla-
zmidowy DNA rowniez znajduje
zastosowanie. Najczesciej geny te-
rapeutyczne wprowadza sie do wg-
troby, miesni szkieletowych, serca,
centralnego ukfadu nerwowego,
ptuc, skory, trzustki i komorek krwi,
np. limfocytow. Transfer genow obej-
muje bezposrednie iniekcje do ba-
danej tkanki lub podania dozyine,
dotetnicze, domiesniowe, donoso-
we, dojamowe, doskadrne.
Najczesciej pierwsze proby klinicz-
ne terapii genowej sg przeprowadza-
ne w sytuacjach, kiedy zadna z tra-
dycyjnych metod leczenia — farma-
Kkoterapia czy chirurgia, nie przynosi
oczekiwanych efektow. Niekiedy te-
rapia genowa jest jedyng formag po-
mocy ciezko chorym pacjentom. Du-
Ze nadzieje obecnie wigze sie z wy-
korzystaniem metody transferu
genow w leczeniu schorzeri naczy-
niowo-sercowych. Angiogenna tera-
pia genowa wykorzystuje geny ko-
dujgce biatka o charakterze proan-
giogennym. Wprowadzenie gendw
angiogennych w obszar niedokrwio-
nej tkanki indukuje powstanie w niej
nowych naczyri krwionosnych i po-
prawia tym samym stan Kliniczny pa-
cjenta. Pierwsze proby kliniczne an-
giogennej terapii genowej, wykorzy-
stujgce genowe konstrukty kodujgce
naczyniowo-srédbtonkowy czynnik
wzrostu zostaty juz przeprowadzone
rowniez w Polsce.

Stowa kluczowe: terapia genowa,
proby kliniczne.
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PROBY KLINICZNE

Terapia genowa jest metodg tera-
pii wykorzystujgcg geny kodujace
biatka terapeutyczne. Transfer ge-
noéw do komdrki modyfikuje jej funk-
cje lub nierzadko, gtéwnie w przy-
padku komorek nowotworowych,
moze prowadzi¢ do ich $mierci. Ge-
ny wprowadzane sg do komorek
w systemie in vitro, in vivo i ex vivo
za pomocg nosnikéw wirusowych
i niewirusowych. Wektory wykorzy-
stywane w probach klinicznych po-
kazano na ryc. Wiekszos¢ prob kli-
nicznych terapii genowej, z ponad
900 wykonanych na Swiecie, doty-
czy choréb nowotworowych. Stano-
wig one ponad 60 proc. wszystkich
protokotéw Klinicznych. W dalszej
kolejnosci proby kliniczne obejmujg
choroby monogenowe, choroby na-
czyniowe i infekcyjne. Zdecydowa-

na wiekszos¢ protokotéw obejmuje
badania | i Il fazy. Terapia genowa
w klinice to przede wszystkim pra-
ce prowadzone w Stanach Zjedno-
czonych Ameryki, gdzie jak dotych-
czas wykonano ponad 65 proc.
wszystkich prob klinicznych na $wie-
cie. W Europie najwiecej préb prze-
prowadzono w Wielkiej Brytanii,
Niemczech i Szwajcarii. tacznie
w tych panstwach wykonano ponad
180 badan, co stanowi ok. 20 proc.
wszystkich préb Kklinicznych przepro-
wadzonych na swiecie. W Polsce
proby kliniczne terapii genowej obej-
mujg gtéwnie nowotwory i choroby
sercowo-naczyniowe. W swiatowych
bazach danych, jak dotychczas, fi-
gurujg 3 polskie proby kliniczne.
Dotyczg one prob terapii genowej
nowotwordw skory, centralnego ukta-
du nerwowego oraz przewodu po-

Wektory wykorzystywane w prébach klinicznych terapii genowej
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Ryc. Wektory wykorzystywane w prébach klinicznych terapii genowej na swiecie. Ponad 50 proc.
wszystkich préb klinicznych jest prowadzanych z uzyciem wektoréw konstruowanych w oparciu

o retrowirusy i adenowirusy [2]

Fig. Vectors used in gene therapy clinical trials in the world. Generally, the clinical trials are
performed with retroviral and adenoviral vectors [2]
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Gene therapy is thought as a novel
method of therapy. The first clinical
trial was performed in 1990. The
correction of genetic monogenic
disorder, severe combined immuno-
deficiency by retrovirus transfer of
normal adenosine deaminase gene
to the lymphocytes of patients was
well described. So far, the number of
clinical trials has rapidly increased.
Cancer, monogenic diseases, vascu-
lar and infectious diseases are the
main targets of clinical gene therapy.
The sufficient gene transfer is
possible using effective vectors. The
retroviral and adenoviral vectors are
most frequently used in the clinic but
very often the naked/plasmid DNA is
also useful. Mostly the therapeutic
genes are transferred into the liver,
skeletal muscles, heart, central
nervous system, lungs, skin, pan-
creas and blood cells. The genes are
administered directly to target tissues
or indirectly by intravenous or
intramuscular injections. Quite often
gene therapy is the only method for
no option patients who are not suited
to conventional therapies. Many
hopes are linked with the gene
therapy of vascular diseases and
application of various expression
vectors encoding angiogenic factors
for the treatment of heart or hind limb
ischemia. Overexpression of angio-
genic genes, for example vascular
endothelial growth factor (VEGF) or
fibroblast growth factor (FGF) cause
the formation of new vessels and
improve the clinical state of patients.
The first clinical trials of angiogenic
gene therapy with the plasmid
encoding vascular endothelial growih
factor have been also performed in
Poland.

Key words: gene therapy, clinical
trials.

karmowego [1, 2]. Oprécz tego pro-
wadzone sg réwniez proby klinicz-
ne angiogennej terapii genowej cho-
rob sercowo-naczyniowych [3].

WATROBA

W dos¢ licznych badaniach Kkli-
nicznych terapii genowej wykorzystu-
je sie watrobe. Jest to narzad, w ki6-
rym zachodzg podstawowe procesy
metaboliczne oraz miejsce syntezy
wielu biatek, czynnikéw o dostepno-
gci i znaczeniu ogdlnoustrojowym.
Nieprawidtowe funkcjonowanie watro-
by jest przyczyng wielu choréb me-
tabolicznych. Watroba jest rozpatry-
wana jako narzad, ktéry po gene-
tycznej korekcie moze przywracac
prawidtowg funkcje wielu proceséw
biologicznych oraz moze byc¢ trakto-
wany jako bioreaktor biatek sekrecyj-
nych o charakterze terapeutycznym.
Watroba to narzad dobrze ukrwiony,
segmentowany, homogenny (ponad
70 proc. komdrek watroby to hepa-
tocyty), o duzej zdolnosci do rege-
neracji. Z tych wzgledéw wiele ba-
dan terapii genowej jest poswieco-
nych doskonaleniu metod transferu
gendw do komodrek watroby [4-6].
Gtéwne aplikacje terapeutyczne te-
rapii genowych watroby to bezpo-
Srednio choroby metaboliczne watro-
by (np. rodzinna hipercholesterole-
mia, spichrzanie glikogenu, niedobor
transkarbamylazy ornitynowej) [6-8]
oraz defekty metabolizmu watroby,
ktérych efekty objawiajg sie poza wa-

trobg (np. defekty hemostazy, np. he-

mofilia A, B) [9, 10]. Wektory wyko-

rzystywane w terapii genowej watro-

by podsumowano w tab. 1.
Nierzadko w badaniach wykorzy-

stuje sie strategie ex vivo. Postepo-

wanie ex vivo obejmuje:

D resekcje fragmentu watroby,

D hodowle hepatocytdw w warun-
kach in vitro,

D transdukcje hepatocytéw tera-
peutycznymi genami,

D transplantacje modyfikowanych
komorek,

D ocene efektywnosci, skuteczno-
sci strategii [5].

CENTRALNY UKLAD NERWOWY

Terapia genowa chordb central-
nego uktadu nerwowego (CUN) jest
zabiegiem bardzo ztozonym. Trud-
nosci w transferze genéw do mo-
zgu, rdzenia kregowego czy narzg-
dow zmystéw wynikajg zaréwno
z niedoskonatosci obecnych wekto-
row, jak i w duzej mierze z ograni-
czen zwigzanych z obecnoscig na-
turalnych barier anatomiczno-fizjolo-
gicznych, ktérych pokonanie wigze
sie z koniecznoscig przeprowadza-
nia zaawansowanych zabiegow chi-
rurgicznych. Geny terapeutyczne
moga by¢ wprowadzane do CUN
drogg bezposredniej iniekcji do tkan-
ki nerwowej lub przez podanie
ogolnoustrojowe, np. donaczyniowe.
Jak wynika z danych literaturowych,
najczesciej geny wprowadzane sg do

Tab. 1. Typy wektoréw wykorzystywanych do transferu genéw do watroby. W przypadku wektorow
wirusowych krytycznym parametrem warunkujacym wydajna transdukcje hepatocytow jest miano
wirusa, np. optymaine dla wektoréw wiruséw zwigzanych z adenowirusami (RAV) - 10" pt/kg,
adenowirusowych - 10" pt/kg, lentiwirusowych - 10" pt/kg, (pt - czastka wirusowa)

Table 1. Types of veclors used in gene transfer to liver. The titration of the viral stock is a crucial
parameter for the efficient transduction of hepatocytes e.g. for adeno-associated viral vectors (AAV)
optimum seems to be 107 pt/kg, adenoviral vectors: 10 pt/kg and for lentiviral vectors: 10" pt/kg,

where pt means a virus particle

Wektory wykorzystywane do wprowadzania genéw do watroby

» nosniki syntetyczne
Lipoplexy,
Poliplexy,

» nagi/plazmidowy DNA,

» nosniki wirusowe — wektory konstruowane w oparciu o:

retrowirusy,
adenowirusy,

wirusy zwigzane z adenowirusami,

lentiwirusy,
wirusy opryszczki,
wirusy zapalenia watroby
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komodrek hipokampa, prazkowia, isto-
ty czarnej, neurogleju, komorek przy-
sadki, srodbtonka i do fibroblastéw
[11, 12]. Wiele prob przeprowadza
sie technika ex vivo. Geny, ktére naj-
czesciej sg wykorzystywane w pro-
bach terapii genowej CUN to gen
hydroksylazy tyrozynowej, geny neu-
rotrofin (czynnik wzrostu nerwow,
NGF, glejopochodny czynnik wzrostu
nerwow, GDNF, mdzgopochodny
czynnik wzrostu nerwoéw, BDNF), ge-
ny antyapoptotyczne (Bcl-2), geny
transporteréw glukozy [11-13]. Po-
step w prébach terapii genowej, do-
tyczgcy rowniez CUN, zwigzany jest
bardzo czesto z mozliwoscig prze-
prowadzania badan na zwierzetach
— z istnieniem opracowanego wcze-
$niej modelu zwierzecego badanej
choroby. Warto wspomniec, iz dos¢
zaawansowane badania terapii geno-
wej, np. choréb neurodegeneracyj-
nych wynikajg wfasnie z mozliwosci
badan tych schorzen na zwierzetach
laboratoryjnych. Postepowanie tera-
peutyczne (metodami terapii geno-
wej) w chorobie Parkinsona to
przede wszystkim proby transferu
genu hydroksylazy tyrozynowej bez-
posrednio do prazkowia [14-16].
Enzym ten jest odpowiedzialny za
przeksztatcanie tyrozyny w DOPA —
prekursor dopaminy. Wiele badan
prowadzonych jest z uzyciem nosni-
kow wirusowych (gtéwnie wektorow
z wirusdw zwigzanych z adenowiru-
sami — AAV2, AAV5, lentiwirusow,
adenowiruséw). W wiekszosci wyma-
gaja one jednak wysokich mian wi-
rusa i wykonania skomplikowanych
zabiegdw chirurgicznych, a ich efek-
tywnos¢ najczesciej jest niska z po-
wodu lokalnej, ograniczonej do miej-
sca podania, ekspresji transgenu
[17]. Obiecujgcym rozwigzaniem wy-
daje sie byc¢, opisana niedawno
przez Zhanga i wsp. [16], procedu-
ra transferu genéw do CUN przez
podanie donaczyniowe. Autorzy do-
nosza, iz podana dozylnie, immuno-
liposomalna kapsutka zawierajgca
plazmidowy konstrukt z wklonowa-
nym genem hydroksylazy tyrozyno-
wej, efektywnie przenika przez ba-
riere krew-mozg i dostaje sie do
prazkowia, w ktérym ulega ekspre-
sji. Wykazano, iz aktywnos¢ hydrok-
sylazy w prazkowiu po i.v. podaniu
konstruktu genowego wzrasta po-

nadsiedmiokrotnie [16]. W przypad-
ku choréb neurodegeneracyjnych
bardzo czesto prowadzone sg pro-
by wykorzystania gendéw kodujg-
cych wspomniane wczesniej czyn-
niki neurotroficzne, np. NGF, GDNF,
BDNF. Neuroprotekcyjne wtasnosci,
np. NGF, wykorzystuje sie w pro-
bach terapii genowej choroby Al-
zheimera [13]. Terapia genowa
CUN to rowniez badania, proby
transferu gendw terapeutycznych do
narzgdéw zmystow, np. do oka
w przypadku retinopatii [18, 19],
czy do ucha w prébach korekty
funkcji narzgdu Cortiego [20].

MIESNIE

Tkanka miesniowa odgrywa
w probach terapii genowej wazng
role. Budowa histologiczna miesni
(wielojgdrowe syncytia komoérkowe),
ich fizjologia oraz tatwos¢ i dostep-
nos¢ dla przeprowadzenia manipu-
lacji genetycznych sprawiajg, iz
zmodyfikowane genetycznie miesnie
moga byc¢ traktowane jako poten-
cjalne bioreaktory terapeutycznych
biatek, dziatajgcych nie tylko lokal-
nie w tkance miesniowej, ale row-
niez i ogodlnoustrojowo [21]. Unikal-
nos¢ miesni odzwierciedla sie row-
niez w mnogosci wykorzystywanych
technik transferu gendéw. Prace
obejmujg wektory wirusowe, jak

i niewirusowe; mozliwe jest réwniez
efektywne wprowadzanie genow
metodg elektrotransferu in vivo [22].
Prowadzone sg préby uczynienia
z miesni szkieletowych bioreaktoréw
czynnikéw, np. antynowotworowych
oddziatujgcych ogdlnoustrojowo na
oddalony guz nowotworowy czy tez,
np. hipoglikemicznych [21]. W do-
Swiadczeniach  opublikowanych
przez Grosa i wsp. efekt hipoglike-
miczny wykazano po transfekcji
miesni szkieletowych genem insuli-
ny [23], zas Otaegui i wsp. podob-
ny efekt uzyskali przez transfer mie-
$ni genem glukokinazy [24]. Prace
badawcze z terapii genowej miesni
dotyczg réwniez prob klasycznej te-
rapii genowej choréb monogeno-
wych miesni, np. dystrofii miesnio-
wej Duchenne (DMD) [25]. DMD
jest przyktadem dziedzicznej choro-
by monogenowej, zwigzanej z mu-
tacjg genu dystrofiny. Ograniczenia
terapii genowej DMD wynikajg m.in.
z trudnosci skonstruowania optymal-
nego wektora, ktéry mogtby efek-
tywnie eksprymowac¢ duzych roz-
miarow cDNA dla dystrofiny (ok. 14
kbp) i jednoczesnie wydajnie i bez-
piecznie infekowac¢ komorki miesnio-
we. Ostatnie badania podkreslaja
skutecznos¢ transferu gendw, np.
mikrodystrofiny  przez  wektory
AAV2/1 [25-27].

Tah. 2. Najczesciej wykorzystywane w prébach terapii genowej geny kodujace biatka o charakte-
rze proangiogennym. Wigkszo$¢ prob dotyczy genow VEGF, FGF, HGF
Table 2. Common proangiogenic genes used in gene therapy trials. Basically, the frials are performed

with VEGF, FGF and HGF genes

Geny proangiogenne wykorzystywane w prébach angiogennej terapii genowej

naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF),

fibroblastyczny czynnik wzrostu (FGF),
hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF),

angiogenina,
angiopoetyna,

proliferyna,

ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF),

czynnik indukowalny przez hipoksje (HIF),

transformujacy czynnik wzrostu (TGF),

czynnik nekrozy nowotworéw (TNF),
interleukina 8 (/L-8),
Del-1, Cyr 61, PR39
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SERCE

Angiogenna terapia genowa, tera-
peutyczna angiogeneza [28-30] jest
prébg wykorzystania gendéw kodujg-
cych biatka o charakterze proangio-
gennym w leczeniu schorzen naczy-
niowo-sercowych. Wsréd gendw, kté-
re dominujg w probach klinicznych
wyrézni¢é mozna przede wszystkim
naczyniowo-srodbtonkowy czynnik
wzrostu (VEGF) [31], fibroblastyczny
czynnik wzrostu (FGF) [32] oraz he-
patocytarny czynnik wzrostu (HGF)
[33]. Geny o charakterze angiogen-
nym (tab. 2.) wprowadza sie do nie-
dokrwionych obszaréw serca, kon-
czyn, gtéwnie w postaci nagiego
DNA lub w nosnikach wirusowych
(np. adenowirusowych, wiruséw
zwigzanych z adenowirusami, AAV).
Terapeutyczna angiogeneza z zasto-
sowaniem preparatéw genowych
sprowadza sie do prob stymulaciji
procesu powstania nowych naczyn
krwionosnych przez wprowadzany
w miejsce niedokrwienia gen proan-
giogenny. Zaktada sie, iz powstajg-
ce naczynia krwionosne (kapilary)
wezmg udziat w tworzeniu krgzenia
obocznego w niedokrwionej tkance;
tym samym poprawie ulegnie stan
kliniczny pacjenta [28]. Doniesienia
o pierwszych prdébach klinicznych
angiogennej terapii genowej, rowniez
w Polsce, sg juz dostepne w litera-
turze. Prace wskazujg, iz transfer ge-
noéw proangiogennych do niedo-
krwionych tkanek jest skuteczng me-
todg indukcji neowaskularyzaciji
w tych tkankach i poprawia stan kli-
niczny pacjenta [3, 28-33]. Waznym
podkreslenia jest rowniez fakt, iz me-
toda terapeutycznej angiogenezy
bardzo czesto nie konkuruje z chi-
rurgig czy farmakoterapig, ale jest
jedyng metodg leczenia dla wielu
pacjentéw cierpigcych na choroby
Sercowo-naczyniowe.

PLUCA

Mukowiscydoza — wrodzona cho-
roba monogenowa, spowodowana
mutacjg genu kodujgcego btonowe
biatko — regulator przezbtonowego
przewodzenia (ang. cystic fibrosis
fransmembrane conductance regula-
tor, CFTR), jest przedmiotem dos¢
licznych badan z terapii genowej
[34-38]. Mutacje w genie CFTR sg

przyczyng nieprawidtowego, zabu-
rzonego transportu jondw chlorko-
wych z komorek. Choroba przede
wszystkim dotyka komodrek nabton-
ka drzewa oskrzelowego, jelit, trzust-
ki, przewodow zotciowych, nasienio-
wodow. Charakterystycznym, klinicz-
nym objawem mukowiscydozy jest
zalegajgca w drogach oddecho-
wych gesta, sluzowata wydzielina,
utrudniajgca prawidtowg wentylacje
ptuc i bedgca doskonatym Srodowi-
skiem dla rozwoju chorobotwoérczych
mikroorganizmow. Terapia genowa
mukowiscydozy to proby transferu
prawidtowego genu CFTR do ko-
morek, np. nabtonkowych drzewa
oskrzelowego. Wykorzystywane sg
wektory wirusowe, jak i niewiruso-
we, gtownie lipidy kationowe. Pre-
paraty genowe wprowadza sie
gtdownie przez nos w postaci aero-
zolu [35, 36]. Jak do tej pory prze-
prowadzono ok. 30 préb terapii ge-
nowej mukowiscydozy. Z wektorow
wirusowych wykorzystywano gtow-
nie adenowirusy, wektory wiruséw
zwigzanych z adenowirusami. O ile
efekty niepozgdane infekcji wiruso-
wych w przeprowadzonych prébach
byty raczej niewielkie i szybko prze-
mijajace (bdl gtowy, kaszel, dresz-
cze, niewielka gorgczka), to jednak
efekt terapeutyczny byt niezadowa-
lajgcy — niska efektywnos¢ transfe-
ru genu i jego ekspresji. Generalnie,
jak dotychczas, proby terapii geno-
wej mukowiscydozy nie sg zadowa-
lajgce. Prowadzone sg prace nad
nowymi nosnikami i metodami trans-
feru genodow; dos¢ duze nadzieje
wigze sie tez z wykorzystaniem wek-
toréw lentiwirusowych [34, 38].

SKORA

Skoéra jest najwiekszym organem
ciata. Z uwagi na dostepnos¢, ta-
twos¢ iniekcji oraz monitorowania
przebiegu i efektywnosci genetycz-
nych manipulacji, jest interesujgcym
obiektem dla terapii genowej. Gtow-
ne aplikacje terapii genowej skory to
proby korekty wrodzonych defektéw
monogenowych, terapia nowotworow
skoéry [1] oraz badania wykorzysta-
nia populacji komoérek skory, ktére
po wprowadzeniu terapeutycznych
genow stang sie zrédtem terapeu-
tycznych biatek, wykorzystywanych
w probach systemowego leczenia

choréb, np. nowotworowych [39-41].
Obecnie znane sg proby genotera-
pii jak dotad nieuleczalnych chordb
monogenowych, np. epidermolysis
bullosa przez transdukcje keratyno-
cytéw czy fibroblastow prawidtowym
genem kolagenu VIl [42], czy proby
terapii  xeroderma pigmentosum
przez transfer gendéw odpowiedzial-
nych za naprawe DNA [43]. W przy-
padku wrodzonych choréb monoge-
nowych optymalnym rozwigzaniem
wydaje sie by¢ wprowadzanie ge-
noéw terapeutycznych do epidermal-
nych komorek macierzystych skory.
Wigze sie to z koniecznoscig zasto-
sowania wektorow wirusowych; wy-
korzystywane sg gtéwnie wektory re-
trowirusowe i lentiwirusowe.

PODSUMOWANIE

Terapia genowa jest nowg meto-
dg terapii. Z wielu wzgledow nie
przypomina ona tradycyjnych me-
tod leczenia. Wykorzystuje geny.
Wiekszos¢ protokotdéw klinicznych
terapii genowej obejmuje ekspery-
mentalng terapie nowotworow oraz
proby leczenia wrodzonych chordb
monogenowych, choréb naczynio-
wych i infekcyjnych. Watroba, mie-
$nie szkieletowe, serce, centralny
uktad nerwowy, ptuca, skora stano-
wig gtéwny cel transferu gendéw te-
rapeutycznych. Znane sg rowniez
proby transferu gendéw do limfocy-
tow w probach terapii genowej zto-
zonych niedoboréw odpornosci [44,
45] oraz préby leczenia, np. cukrzy-
Cy, za pomocg genodw insuliny czy
glukokinazy [23, 24]. Szerokie wy-
korzystanie terapii genowej w wa-
runkach klinicznych wymaga dal-
szych badan. Wydaje sie, iz postep
w pierwszej kolejnosci uzalezniony
jest od tempa rozwoju inzynierii ge-
netycznej oraz zwigzany jest z prze-
biegiem prac normujacych szeroko
rozumiane aspekty bioetyczne
i prawne metod terapii opartych na
transferze gendw.
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