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Adeno-associated virus vectors in gene therapy
Summary

The development of targeted vectors, capable of tissue-specific transduction,
remains one of the most important aims ofvector modification for gene therapy
applications. The gaining popularity of recombinant vectors based on adeno-as-
sociated viruses (rAAV) in gene therapy can be attributed to their lack of patho-
genicity, added safety due to their replication defectiveness, relatively low
immunogenicity and their ability to mediate long-term expression in a variety of
tissues. The major shortcoming of these vectors is their small packaging capac-
ity. AAV vectors have already broad utility in the therapy of many diseases, in-
cluding neurological disorders and various types of cancer. Moreover, they can
also serve as transfer vehicles for DNA vaccines.
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1. Wstep

Celem wspétczesnej medycyny jest zrozumienie Zrédet scho-
rzenia i zwalczenie jego przyczyn, w przeciwienstwie do trady-
cyjnego tagodzenia objawow. Wielki postep w biologii i genety-
ce molekularnej dokonany w minionych dwudziestu latach umoz-
liwia izolacje, klonowanie i sekwencjonowanie gendw, jak réw-
niez doktadne poznanie genetycznych przyczyn choréb. Dzigki
temu pojawita sie mozliwos¢ zastosowania tzw. terapii genowej,
polegajacej na naprawie lub zastapieniu wadliwie funkcjonujace-
go genu. jedng z przeszkéd w rozwoju terapii genowej stanowi
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koniecznos¢ znalezienia odpowiedniego wektora skutecznie wprowadzajgcego
geny do komorek docelowych i nie powodujacego skutkéw ubocznych. W wiekszo-
sci przypadkéw wektorami stajg sie pochodne wiruséw, ktore rozwinety wydajny
system przenoszenia swoich genéw do komérek cztowieka. Z takiego wektora usu-
wa sie geny warunkujgce proces chorobotwérczy, natomiast wprowadza gen wraz
z sekwencjami promotorowymi i regulujgcymi jego ekspresje. Niekiedy zrekombi-
nowang czasteczke DNA ,pakuje” sie tylko w plaszcz wirusowy, co umozliwia jej
przenikniecie do odpowiednich komorek cztowieka. W ostatnich latach duzym zain-
teresowaniem jako potencjalne wektory do terapii genowej ciesza sie wirusy zalez-
ne od adenowiruséw - AAV (ang. adeno-associated viruses).

2. Ogodlna charakterystyka parwowiruséow

Dependowirusy, zwane tez AAV nalezg do rodziny Parvoviridae, podrodziny
Parvovirinae (tab.). Ich cykl replikacyjny jest zalezny od wirusa wspomagajgcego,
ktérym jest adenowirus lub wirus herpes.

Tabela
Systematyka parwowiruséw (wg 1)
Rodzina Parvoviridae
podrodzina Parvovirinae (wystepuje u kregowcéw) Densovirinae (wystepuje u bezkregowcéw)
rodzaje Par\'ovirus Densovirus
Erythrovirus Iteravirus
Uependoiirus Contravirus

Parwowirusy sg jednymi z najmniejszych znanych wiruséw (fac. parvus: maty). Ich
wirion nie posiada ostonki, ma symetrie ikosaedralng i $rednice od 18 do 26 nm.
Materiatem genetycznym wirusa jest jednoniciowy DNA o polarnosci dodatniej lub
ujemnej, zbudowany z okoto 4 tysigcy zasad. Autonomiczne parwowirusy replikujg
sie w jgdrze komoérkowym, gdy komoérka jest w fazie intensywnej syntezy (fazie S),
a AAV wymagajg do swojego powielania wirusa pomocniczego.

Genomy wszystkich parwowiruséw autonomicznych zawierajg na koricach 3' i 5
specyficzne sekwencje koncowe. Odcinki te sg bogate w pary GC i majg zdolnos¢
tworzenia struktury spinki do wtoséw. Struktura spinki do witoséw na koncu 3
przyjmuje ksztalt litery Y lub T i jest istotna w procesie replikacji DNA.

W odréznieniu od autonomicznych parwowiruséw, genom AAV posiada 145 nu-
kleotydowe koncowe powtdrzenia sekwencji o odwrdconej polarnosci. Pierwsze
125 zasad zaangazowane jest w tworzenie struktury w ksztaicie litery Y lub T pra-
wie identycznej ze strukturg na koncu 3' DNA parwowirusOw autonomicznych.
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Rys. 1. Schemat mapy genetycznej parwowirtisow.

Oba typy wiruséw majg dwie duze otwarte ramki odczytu REP i CAP, ktérych se-
kwencje nie nakladajg sie na siebie. Kodujg one odpowiednio biatka niestrukturalne
wirusa i biatka plaszcza. Pierwsza z nich rozcigga sie w przyblizeniu od 5 do 40 po-
zycji na mapie, podczas gdy druga od 50 do 90 pozycji (rys. 1).

Zaréwno autonomiczne parwowirusy, jak i AAV syntetyzujg trzy biatka struktu-
ralne: VP1, VP2 i VP3 0 masie czgsteczkowej odpowiednio 87 000, 73 000 i 62 000.
Biatko VP3 stanowi okoto 80°6 catkowitej masy wirionu. Wszystkie biatka ptaszcza
kodowane sg przez sekwencje nakfadajace sie, dlatego tez ich sktad aminokwasowy
jest podobny. Proteiny sg bogate w aminokwasy kwasne, nie sg glikozylowane i bar-
dzo stabo rozpuszczajg sie w roztworach wodnych.

3. Ogodlna charakterystyka dependowirusow

Dependowirusy sposréd innych wiruséw zwierzecych wyrédznia to, ze namnazajg
sie wylgcznie w obecnosci niespokrewnionego z nimi wirusa wspomagajgcego (po-
mocniczego, ang. helper virus), adeno- lub herpeswirusa. Podczas jego nieobecnosci,
ssDNA AAV ulega przepisaniu do dsDNA, a nastepnie integracji z DNA komorkowym
na chromosomie 19q,13.3g. W takiej formie genom wirusa pozostaje w komoérce do
czasu gdy dojdzie do jej infekcji wirusem pomocniczym. Po zakazeniu komorki wi-
rusem wspomagajacym, DNA AAV jest uwalniany z genomu komoérkowego i rozpo-
czyna swoj cykl replikacyjny, w ktérym prawdopodobnie biorg udziat biatka wirusa
pomocniczego. Chociaz wykazano, ze potraktowanie kilku linii komoérkowych zesta-
wem czynnikdw toksycznych umozliwito produktywng infekcje AAV pod nieobec-
nos¢ wirusa wspomagajacego. Na podstawie tych danych przypuszcza sie, ze rola
wirusa pomocniczego moze polegaé nie na dostarczeniu okreslonych czynnikéw
biorgcych bezposredni udziat w replikacji, ale na specyficznej modyfikacji Srodowi-
ska komérkowego.

Inng wazng cechg AAV jest brak powigzania z jakgkolwiek znang chorobg. Co
wiecej, wydaje sie, ze infekcja AAV moze by¢ korzystna dla gospodarza (poprzez ha-
mowanie onkogennego wplywu adeno- i herpeswiruséw oraz ich zdolnosci do
transformowania komorek) (1).

U ssakéw naczelnych wyizolowano 6 typéw AAV, z ktérych 5 uznano za odrebne
serotypy. AAV6, jak sie wydaje, jest produktem rekombinacji miedzy AAV1 i AAV2.
W badaniach seroepidemiologicznych wykazano, ze serotypy 2, 3 i 5 sg endemiczne
dla czlowieka, AAV4 infekuje gtdwnie inne naczelne, natomiast pochodzenie AAV1
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(i zwiazanego z nim AAV6) nie jest jasne. Istnieja réwniez doniesienia o wyizolowa-
niu dwéch nowych typéw AAV (AAV7 i 8). Kazdy z serotypéw AAV ma odmienne
wiasciwosci jesli chodzi o zdolno$¢ do infekcji komérek okreslonej tkanki, co ma
decydujgce znaczenie w konstrukcji wektoréw (2-4).

3.1. Genom dependowiruséow

DNA AAV, podobnie jak autonomicznych parwowirusOw, zawiera dwie duze
otwarte ramki odczytu- CAP i REP, kodujace odpowiednio biatka strukturalne i nie-
strukturalne (patrz wyzej). Ze wzgledu na wyjatkowo maty rozmiar ich genomu, pro-
dukty biatkowe obu ORF petnig kilka funkcji. Tak tez REP koduje co najmniej cztery
biatka, ktoérych sekwencje nakiladajg sie, podczas gdy CAP co najmniej trzy. Biatka
Rep pelnig funkcje regulatorowe w kazdej fazie cyklu replikacyjnego AAV. Pod nie-
obecnos$¢ wirusa wspomagajacego. Rep 68/78 hamuje ekspresje genéw AAV i repli-
kacje DNA, zdaje sie tez odgrywac¢ wazna role w procesie integracji wirusowego ge-
nomu do genomu gospodarza i wytworzenia stanu utajenia. Z kolei w obecnosci wi-
rusa pomocniczego Rep 68/78 jest transaktywatorem ekspresji wirusowych genéw,
potrzebny jest tez do replikacji DNA oraz uwolnienia wirusowego genomu z DNA
komérkowego.

Zaréwno do replikaciji, jak i transkrypcji wirusowego DNA niezbedne sg koncowe
powtdrzenia sekwencji o0 odwréconej polarnosci. Rejony te odgrywaja takze wazna
role podczas optaszczania wirusowego DNA i integracji do genomu komdrkowego.

Woéwczas gdy nie dochodzi do koinfekcji wirusem pomocniczym i brak jest jego
czynnikow biatkowych, ekspresji ulega jedynie gen REP. jego produkty sa odpowie-
dzialne za hamowanie ekspresji genéw z niektérych promotoréw heterologicznych
oraz co najmniej jednego, jesli nie wszystkich promotorow wlasnych.

Replikacja parwowirusowego DNA zachodzi w jadrze komdérkowym. W procesie
tym udziat bierze komoérkowa polimeraza DNA-a lub 5. jako starter w replikacji
stuzy grupa OH na koricu 3' w strukturze spinki do wioséw wirusowego DNA. Nie
ma dowodow na obecnos$¢ starterow typu RNA ani fragmentéw Okazaki, jedna z nici
powstatego dsDNA jest przecinana przez biatko Rep 68/78, nastepuje denaturacja
nici DNA na koncu 5' i dalsza elongacja (rys. 2).
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1 A BC AD D'A CBA

formowanie
spinki do wioséw

elongacja

A C B A D’AC B A

Rys. 2. Model replikacji DNA AAV (wg 1);
1) ssDNA AAV, na koncach odwrécone palindromiczne powtérzenia, 2) dwa sposoby parowania kon-
cow umozliwiajace inicjacje replikacji DNA AAV, 3) replikacja.
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3.2. Integracja AAV do genomu komadrkowego

Pod nieobecnos$¢ wirusa wspomagajacego, AAV penetruje do jadra, gdzie jego
genom integrowany jest do komérkowego DNA- powodujac stan infekcji utajone;.
Aktywacja nastepuje po zakazeniu komérki wirusem pomocniczym. Wirusowe DNA
w genomach wiekszosci zainfekowanych komorek wystepuje w postaci tandemo-
wych powtdrzen odpowiadajacym kilku genomom. Do integracji AAV dochodzi
w wyniku rekombinacji niehomologicznej w okreslonym miejscu na chromosomie
19g. W rejonie tym wystepuje jednak od 4 do 5 zasad homologicznych. Integracji
towarzysza zmiany i inwersje zaréwno w sekwencji DNA wirusa jak i komérki, a mi-
mo ze jest ona miejscowo specyficzna, w proces ten zaangazowanych jest kilkaset
zasad.

Miejsce preintergracji w chromosomie (zbudowane z kilku tysiecy zasad) zawie-
ra sekwencje (GCTC)3 wigzaca biatko Rep. Proteina ta prawdopodobnie bierze
udziat w ligacji wirusowego DNA z DNA komorkowym. Ta witasciwos¢ biatka Rep
oraz petnione przez nie funkcje nukleazy i helikazy moga ttumaczy¢ mechanizm
specyficznosci miejsca integracji AAV. Poza tym bialko Rep bierze réwniez udziat
w inicjacji replikacji DNA wirusa.

Czynnikiem decydujgcym o miejscowo specyficznej integracji AAV, jak sie wyda-
je, jest rozpoznawany rejon, a wkasciwa rekombinacja zachodzi w miejscu oddalo-
nym od niego o kilkaset par zasad. Struktura chromatyny chromosomu 19q prawdo-
podobnie nie ma znaczenia dla specyfiki miejsca integracji.

Mechanizm, dzieki ktéremu genom AAV przechodzi z formy jednoniciowej wy-
stepujacej w wirionie, w dwuniciowy tandemowy stan obserwowany w komérko-
wym DNA nie jest dobrze poznany.

Nie wiadomo, jakie sg konsekwencje utajonej infekcji dla gospodarza (1).

4. AAV jako wektory

4.1. Cechy wektora AAV

AAV ciesza sie duzym zainteresowaniem jako potencjalne wektory w terapii ge-
nowej. O ich uzytecznosci decyduje wiele cech.

Zdolnos¢ wektoréw AAV do infekcji wielu typow komoérek réznych gatunkéw
zwierzat, skutecznej ich transdukcji oraz stabilnej ekspresji przenoszonych gendow
umozliwia szerokie ich stosowanie. Wydajnos$¢ ekspresiji jest jednak zréznicowana
w zaleznosci od komorki i tkanki oraz uzytego serotypu wirusa. Wektory te moga
infekowa¢ zaréwno komorki proliferujgce jak i nieproliferujgce, nawet postmito-
tyczne neurony. Szczegodlnie dobre wyniki uzyskuje sie w przypadku komorek mies-
ni, siatkdéwki, centralnego ukladu nerwowego i ptuc.
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Rosngcg popularnos¢ AAV w terapii genowej mozna tez ttumaczy¢ brakiem ich
patogennosci oraz defektywnoscia replikacji, co jest dodatkowym zabezpieczeniem
przed rozwojem zakazenia. Bezpieczeristwo mozna jeszcze zwigekszy¢, konstruujac
rekombinowane wektory AAV, integrujgce w specyficznym miejscu na chromosomie
19, tak jak ma to miejsce u dzikich AAV. Kolejnymi zaletami wektoréw AAVijest sto-
sunkowo niska immunogennos$¢ oraz to, ze moga one nie zawiera¢ zadnych wiruso-
wych gendéw.

Ekspresja transgenu po transdukcji AAV zachodzi z pewnym opGzZnieniem, ale za
to jest dlugotrwata, nawet 18-miesieczna (poréwnywano do Ad, HSV-1, retrowirusa).
Wazng wtasciwoscig jest tez mozliwos¢ ponownego podania tego samego serotypu
po pewnym czasie od pierwszej terapii genowej (w zaleznosci od tkanki i transporto-
wanego genu- od kilku tygodni do kilku miesiecy), co ma szczegdlne znaczenie
w przypadku leczenia schorzen chronicznych. Limit wielkosci obcego DNA, ktory
mozna wklonowac¢ do wirionu AAV to okoto 4 do 4,5 tysiecy zasad (2,6-22).

4.2. Wirusowe elementy sekwencji niezbedne do replikacji zmodyfikowanego
AAV zawierajgcego transgen

Elementami, ktére wplywajg na poziom ekspresji transgenu wprowadzonego
przez wektor utworzony na bazie AAV sa; koricowe powtdrzenia w genomie AAV
oraz wirusowe biatka Rep. Obecnos$¢ koncowych powtdrzen znacznie zwieksza sku-
tecznosc¢ ekspresji transgenu. Chociaz produkty genu Rep sa potrzebne do uprzywi-
lejowanej integraciji, insercja tego genu moze zmniejsza¢ poziom ekspresji transge-
nu, np. w komérkach glejaka, co powodowane jest przypuszczalnie ich cytotoksycz-
nym dziataniem (17,19,20,23).

4.3. Modyfikacje wektora

Poczatkowo skonstruowano dwa gtéwne typy wektoréw. W pierwszym z nich
wycieto gen kapsydu i zastgpiono go obcym DNA. Ten typ wektora zachowuje gen
Rep i moze integrowac sie w specyficznym dla AAV miejscu na chromosomie 19q.
W drugim typie wektora do obu koncoéw obcego DNA dodaje sie typowe dla AAV
koicowe powtérzenia o odwrdconej polarnosci. W niektérych przypadkach taki
wektor moze integrowaé do genomu gospodarza i transformowac¢ z czestoscig po-
wyzej 50%, ale znaczgco zredukowana jest specyfika miejsca integracji. Obecnie sto-
suje sie wektory na bazie plazmidéw, wektory powstajgce przez wigczenie AAV do
wiekszego wirusa oraz optaszczanie in vitro. W ten sposob nie tylko mozna wigczy¢
gen Rep, ale rowniez dostarczy¢ do komorki wieksze geny terapeutyczne (20).

W celu zwiekszenia uzytecznosci wektoréw, prébuje sie takze modyfikowac ich
tropizm do komorek. Stosuje sie do tego celu specyficzne przeciwciata, ktére zwiek-
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szajg zdolnos$¢ wektora do wigzania sie z komoérkag oraz neutralizujg tropizm wirusa
dzikiego. Innym sposobem jest zmodyfikowanie wirusowego kapsydu tak, zeby za-
wierat Ugandy, rozpoznawane przez wybrane receptory. Czesto stosowang metoda
jest optaszczenie genomu AAV jednego serotypu kapsydem nalezacym do innego
serotypu. Przyktadem jest AAV2, ktory daje niezwykle trwatg ekspresje transgenu,
ale poziom infekciji jest niski z powodu trudnosci z penetracjg tego wirusa do ko-
morki. Wektor ztozony z genomu AAV2 w kapsydzie AAV5 (AAV2/5), dzieki zdolnos-
ci wnikania do komoérki przez inne receptory, pozwala na skuteczng transdukcje ko-
morek wielu tkanek (2,5,15,19,24,25).

Aby zwiekszy¢ pojemnosé wektora, do ekspresji genu prébuje sie wykorzystac
dwa niezalezne wektory AAV. Dotychczas skutecznos¢ tej metody byla niewielka,
zalezna od wyboru wiasciwego serotypu AAV, a jej przydatnos¢ dla zastosowan me-
dycznych ograniczona. Jednak w miesniach szkieletowych efektywno$¢ uzyskanej
w ten sposdb ekspresji transgenu byta podobna do ekspresji nienaruszonego trans-
genu dostarczanego przy uzyciu wektoréw AAV2 umieszczonych w kapsydach AAV5
(AAV2/5) (5).

W celu polepszenia wydajnosci transdukcji, do wektoréw AAV przenoszacych
okreslony gen dodaje sie promotor innych wiruséw, np. cytomegalowirusa (CMV),
RSV (rous sarcoma virus), SV40 {simian virus) lub elementy specyficznie zwiekszajgce
ekspresje genu w danej tkance takie jak: CK6" i MCK* w miesniach, czy CC 10"
w ptucach (10,15,26,27).

Genom wirusa AAVjest takze wykorzystywany do tworzenia wektorow hybrydo-
wych. Przykladem jest hybrydowy wektor AAV/Ad. jego zaletg jest potgczenie w jed-
nej czastce cech wektoréw adenowirusowych (Ad)- duzej pojemnosci oraz skutecz-
nego dostarczania genu niezaleznie od cyklu komérkowego, z cennymi wtasciwos-
ciami wektoréw AAV- dlugoterminowg ekspresjg transgenu oraz brakiem genéw wi-
rusowych. Wektory takie uzyskuje sie poprzez potaczenie elementéw genomu od-
powiedzialnych za mechanizm replikacji AAV z fragmentami DNA bioracymi udziat
w enkapsydacji adenowiruséw (28).

4.4. Wady wektora AAV

Niestety stosowanie wektoréw AAV zwigzane jest z pewnymi trudnosciami.

Gléwnym ograniczeniem jest ich mata pojemnos¢é genetyczna (4-4,5 tysiecy za-
sad) (5,7,20).

Skuteczno$¢ transdukcji wektorow AAV rézni sie znaczaco w réznych komor-
kach i tkankach in vitro i in vivo. Stwierdzono, ze biatko limfocytow T zdolne do
wigzania leku immunosupresyjnego FK506 (biatko FKBP52), oddziatuje na jednoni-
ciowg sekwencje koricowych powtérzerh DNA AAV, powodujgac zahamowanie synte-
zy drugiej nici wirusowego DNA- i w konsekwencji ograniczenie ekspresji transge-
nu. Fosforylacja tyrozyny komérkowego biatka FKBP52 silnie wptywa na wydajnosé
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transdukcji AAV, co moze mie¢ duzy wpltyw na optymalne zastosowanie wektorow
AAV w terapii genowej czlowieka (29).

Niski poziom transdukcji obserwowany w komadrkach niektérych typéw nowo-
twordéw takze ogranicza zastosowanie wektoréw AAV w leczeniu (31).

Poza tym transfer genu za posrednictwem AAV wywotuje niekiedy odpowiedz
immunologiczng przeciw produktowi transgenu, czego skutkiem jest obnizenie po-
ziomu jego ekspresji, ktdry zaobserwowano np. w miesniach szkieletowych (26).

5. Zastosowanie wektorow AAV w terapii genowej

Pomimo kilku wymienionych wad AAV, podejmowane sg liczne préby ich zasto-
sowania jako wektorow w terapii genowe;.

Wiele uwagi poswieca sie mozliwosci wykorzystania terapii genowej do leczenia
dystrofli miesni typu Duchenne’a (DMD). jest to najczesciej wystepujgca Smiertelna
choroba genetyczna cztowieka sprzezona z chromosomem X. DMD dotyka jednego
na 3500 mezczyzn i w 1/3 przypadkdéw jest nastepstwem nowych, spontanicznych
mutacji. Dotychczas nie opracowano sposobu leczenia DMD. U chorych obserwuje
sie postepujace zwyrodnienie mieéni prowadzace do Smierci z powodu niewydolno-
$ci oddechowej lub sercowej, okoto 20. roku zycia. Za chorobe odpowiedzialne sg
mutacje w genie DMD, kodujacym dystrofine. Sg to delecje, czesto obejmujgce duze
fragmenty genomu, duplikacje oraz mutacje punktowe. Prowadzg one do zmiany
w strukturze dystrofmy i w rezultacie zaburzen w jej funkcjonowaniu w miesniu po-
przecznie prazkowanym. To powoduje niestabilno$¢ sarkolemmy, co z kolei prowa-
dzi do trwalego uszkodzenia miesnia po skurczu. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, ze domiesniowe dostarczenie (za pomocg wektoréw AAV) prawidtowej
kopii genu dystrofmy tub cDNA tego genu stabilizuje sarkolemme, i to na diugi
okres (nawet ponad roku). W miesniu po wprowadzeniu wektora zauwazono jednak
odpowiedz immunologiczna, w ktéra zaangazowane byly komorki prezentujgce an-
tygeny, takie jak mioblasty czy regenerujgce sie, niedojrzate widkna miesniowe
(26,27,32,33).

Wektory AAV sg takze powaznymi kandydatami do posredniczenia w terapii wie-
lu choréb neurologicznych. Oprdocz wymienionych cech (patrz 4.1) przemawia za
nimi zdolnoé¢ do infekowania nie dzielacych sie (postmitotycznych) neurondw.
Pierwszym klinicznym zastosowaniem AAV do transferu genu do komérek mozgu
ludzkiego byta terapia choroby Canavana, zwigzanej z nieprawidtowosciami w pro-
cesie mielinizacji mézgu. Genem terapeutycznym byt gen acylazy asparaginianowej
(ASPA), podawany droga neurochirurgiczng. Dostepny jest protokdt kliniczny lecze-
nia z udziatem 21 pacjentéw, natomiast nie opublikowano dotychczas wynikéw te-
rapii (11,12,22,34-36).

Opracowywanych jest tez kilka metod leczenia choroby Parkinsona z uzyciem
/VW. Jedng z nich jest miejscowa produkcja dopaminy w ciele prgzkowanym uzyska-
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na przez indukcje ekspresji enzymow syntetyzujacych dopamine. W tym celu cho-
rym podaje sie osobne wektory AAV kodujgce 3 enzymy niezbedne do syntezy dopa-
miny. Wyniki doswiadczen prowadzonych na zwierzetach sg obiecujgce. Inna meto-
da ma na celu spowolnienie zwyrodnienia neuronéw wydzielajgcych dopamine po-
przez ekspresje czynnikbw neurotroficznych lub mézgowego, pecherzykowego
transportera monoamin w ciele prgzkowanym lub istocie czarnej mézgu (37).

W przypadku wielu choréb neurologicznych obserwuje sie niekontrolowana, pa-
tologiczng apoptoze. Proces ten mozna powstrzymaé dostarczajac geny kodujace
czynniki antyapoptotyczne bezposrednio do centralnego uktadu nerwowego, réw-
niez z wykorzystaniem AAV. Tego typu terapia mogtaby byé uzyteczna w schorze-
niach zwyrodnieniowych uktadu nerwowego, np. we wspomnianej chorobie Parkin-
sona (11).

W fazie préb klinicznych jest terapia genowa hemofilii B, w ktérej choremu po-
daje sie domiesniowo wektor AAV z genem kodujgcym czynnik IX. Mozliwe jest, jak
sie wydaje, bezpieczne stosowanie nawet duzych dawek wektora. Innym testowa-
nym sposobem dostarczenia czynnika IX jest wewnatrznosowe podanie wektora
AAV2/5 wyposazonego w promotor specyficzny dla gendw ulegajacych ekspresii
w komérkach ptuc- CCIO. Zaletg tej metody jest jej nieinwazyjnos¢, diugotrwate wy-
dzielanie terapeutycznego biatka oraz mozliwos¢ ponownego zastosowania tego
samego serotypu AAV w pie¢ miesiecy po pierwszym podaniu (15,38,39).

Zrekombinowane wektory na bazie AAV sg takze zdolne do skutecznej transduk-
cji komorek siatkowki, dlatego podejmowane sg proby zastosowania ich w leczeniu
retinopatii. Tak na przyktad dostarczenie przez AAV genu kodujgcego czynnik neu-
rotroficzny uzyskany z komoérek glejowych (GDNF) do siatkéwki moze chroni¢ foto-
receptory przed ich degeneracjg. W terapii siatkdbwki wazna jest kontrola poziomu
terapeutycznego biatka, zaréwno jesli chodzi o czas jak i miejsce jego ekspresii.
W badaniach z wykorzystaniem erytropoetyny jako markera sugeruje sie, ze mozli-
wa jest farmakologiczna kontrola ekspresji transgenu w oku za pomoca rapamycyny
(5,30,40).

Terapia genowa moze w przysztosci réwniez znalez¢ zastosowanie w leczeniu
dystrofii rogéwki. W pierwszym doniesieniu demonstrujgcym selektywny transfer
gendéw do komorek rogowki krélika wprowadzono wektory na bazie AAV oraz wek-
tory plazmidowe optaszczone lipidami, przenoszace geny beta-galaktozydazy i ace-
tylotransferazy chloramfenikolowej. Oba wektory doprowadzity do ekspresji genu,
przy czym ekspresja w nastepstwie transdukcji przez AAV byta opézniona o kilka
dni, ale za to jej poziom byt wyzszy i ekspresja trwata diuzej (6).

Innym waznym problemem klinicznym jest krytyczne niedokrwienie kohczyn,
ktore czesto skutkuje ich niepetnosprawnoscia, a nawet ich utratg. Wykazano, ze
dostarczenie zrekombinowanego biatka czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowe-
go (VEGF), lub jego genu, pobudza arteriogeneze i kapilarng angiogeneze u zwie-
rzat dotknietych tym schorzeniem. Do tego celu réwniez zastosowano wektory
AAV, ktére skutecznie transdukujg miesnie szkieletowe i umozliwiaja diugotrwalg
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ekspresje transgenu. Wewnatrztetniczy transfer AAV-VEGF(165) normalizuje niedo-
bér tlenu w miesniach i prowadzi do arteriogenezy u szczuréw z powaznym niedo-
tlenieniem koriczyn tylnych (41).

Prawdopodobnie terapia genowa bedzie miata ogromne znaczenie w leczeniu
choréb sercowo-naczyniowych. W badaniach nad skutecznoscig wektoréow AAV
W przenoszeniu genu lacZ do serca wykazano, ze transfer genu zalezny jest od daw-
ki wektorow AAV-lacZ. Stwierdzono tez, ze ekspresja genu nie zmniejszyta sie na-
wet po uptywie szescédziesieciu dni, na co pozytywny wpltyw miat brak odpowiedzi
immunologicznej. Mozna wnioskowaé, ze wektory AAV daja mozliwos¢ skuteczne-
go i jednostajnego transferu genéw do miesnia sercowego w modelu recyrkulacji
wiencowej (8,42).

Terapie genowg z zastosowaniem wektorow AAV probuje sie zastosowac row-
niez w leczeniu tak réznorodnych choréb jak: jaskry (10), cukrzycy (przez wprowa-
dzenie genu kodujgcego insuline) (43), choroby Fabry’ego (44), udaru mézgu (45),
choréb neurondéw ruchowych np. ALS (18), przewleklej biataczki limfocytarnej (46),
mukowiscydozy (mato skuteczne) (47), gluchoty (48), reumatoidalnego zapalenia
stawow (49) czy choréb miesni (21,50).

Transfer genéw za posrednictwem AAV moze by¢ takze wykorzystany w celu
zniesienia chronicznego bélu po uszkodzeniach uktadu nerwowego (51) oraz do ko-
rekcji uszkodzen w podjednostce Flalfa kompleksu dehydrogenazy pirogroniano-
wej (52).

5.1. Wektory AAV w leczeniu nowotworow

Osobnym zagadnieniem jest wykorzystanie AAV jako wektorow w leczeniu no-
wotworéw. Zahamowanie angiogenezy nowotworowej uzyskuje sie wprowadzajac
do komdérek srodbtonka lub guza nowotworowego, np. gen endostatyny, ktorej pro-
dukt zwieksza skuteczno$¢ radioterapii oraz hamuje proliferacje i migracje komo-
rek srédblonka (53,54).

Wektory AAV stosowane sg nie tylko do wprowadzania genow terapeutycznych,
ale réwniez genéw zabojcéw. W tym przypadku do komérek nowotworowych do-
starcza sie wektor AAV z wklonowanym genem kinazy tymidynowej wirusa opryszcz-
ki (HSV-tk), eksponujac je rownoczesnie na dziatanie lekéw: acyklowiru lub gancy-
klowiru (GCV). Transfer genéw za pomoca AAVjest specyficzny. Poniewaz uzywane
leki aktywowane sa poprzez produkt genu HSV-tk, zniszczeniu ulegajg te komorki,
ktére zainfekowane zostaty przez AAV. Metoda ta okazala sie szczegdlnie skuteczna
w przypadku komoérek miesaka HS-1 i HT1080, co jest wazne ze wzgledu na to, ze
komorki te s3 mato podatne na chemioterapie. Wektor AAV-2 bardzo wydajnie
transdukowat komorki HS-1 i HT1080 (ponad 90%). Wszystkie transdukowane ko-
morki zginely juz przy zastosowaniu takich dawek leku, przy ktérych normalnie
przezywato ponad 90% komorek.
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W innym przypadku potaczono dziatanie HSV-tk wprowadzonej przez wektor
AAV (AAViK), gancyklowiru oraz promieniowania gamma. Sposéb ten okazat sie sku-
teczny w niszczeniu komaorek raka krtani i Hela. Zaletg kombinacji AAVtI</GCV z ra-
dioterapig jest nie tylko duza skutecznos$¢, ale tez zmniejszenie toksycznosci obu
czynnikéw (31,55,56).

5.2. Wykorzystanie AAV w terapiach immunologicznych

Wirusy AAV mogg takze stuzyé do przenoszenia gendw kodujacych czasteczki li-
ganda CD40 (CD40L) do limfocytow. Limfocyty B pozbawione tej czasteczki nie sg
zdolne do skutecznej aktywaciji limfocytéw T, co jest przyczyna chronicznej biatacz-
ki limfocytarnej (CLL). Defekt ten mozna czesciowo korygowac witasnie przez gene-
tyczny transfer CD40L do timfocytéw B. Prébowano zastosowac do tego celu adeno-
wirusy, ale niezbedna do ich transdukcji okazala sie wysoka koncentracja czgstek
wirusowych na komoérke (wietokrotnos¢ infekcji do 2000) ze wzgledu na brak recep-
tora umozliwiajgcego wigzanie adenowiruséw do limfocytdw B. Ponadto mozliwe
jest, ze adenowirusowe struktury witdkniste powoduja niespecyficzng stymulacje
immunologiczng. Dzieki swoim unikatowym witasciwosciom, réwniez w tym przy-
padku AAV staly sie obiektem zainteresowania jako potencjalne wektory. Do nie-
dawna transdukcja wadliwych limfocytéw B (B-CLL) za ich pomoca byla mato efek-
tywna, ze wzgledu na niski poziom ekspresji transgenu. Ostatnie ulepszenia, m.in.
wprowadzenie plazmidu kodujacego produkty genéw adenowirusowych (jako wiru-
sa pomocniczego) umozliwity stworzenie skutecznych i wolnych od samych adeno-
wirusow wektoréw rAAV. W przeprowadzonych badaniach w aktywacji limfocytéw
T posredniczyly gtéwnie limfocyty B-CLL aktywowane poprzez inkubacje z komorka-
mi transdukowanymi. Przypomina to sytuacje szczepienia in vivo, gdzie liczba nie
zainfekowanych komoérek B-CLL znacznie przewyzszalaby liczbe komorek transdu-
kowanych. Zastosowanie tego bezpiecznego systemu wektorowego, jak sie wydaje,
nastapi juz w bliskiej przysztosci (57).

Receptory NMDA” odgrywajg w mézgu wazng role, wplywajac na jego plastycz-
nos¢ i rozwdj, a jednoczesnie posredniczg w uszkodzeniach neuronowych zwigza-
nych z licznymi schorzeniami neurologicznymi, jak udarem, epilepsjg, demencjg
i chorobami neurodegeneratiAvnymi. Liczne préby majgce na celu wprowadzenie
farmakologicznych antagonistéw receptora NMDA nie daly oczekiwanych rezulta-
tow, poniewaz ich skuteczno$¢ byta niewielka, ponadto mialy szkodliwe dziatania
uboczne. Receptory NMDA skladajg sie z trzech rodzajow podjednostek (NRI, NR2
i NR3A), tworzgcych heterooligomeryczne kompleksy. Podjednostki NRI sg niezbed-
ne dla funkcji receptoréw NMDA, podczas gdy pozostate podjednostki modyfikuja
witasciwosci receptora. Alternatywnym podejsciem do zantagonizowania recepto-
row NMDA moze by¢ wywotanie humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
przeciwko podjednostce NRI tego receptora. Takie przeciwciata w normalnych wa-
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runkach nie powinny penetrowaé¢ do centralnego ukladu nerwowego, nie miatyby
zatem toksycznego dziatania, natomiast w nastepstwie urazu mézgu mogtyby sku-
teczniej dostawac sie do mdzgu, zantagonizowac receptor NMDA i ostabi¢ uszko-
dzenia powstate za posrednictwem tego receptora. Rowniez w tym przypadku opty-
malnymi wektorami sg, jak sie wydaje, AAV (58).

Wektory na bazie AAV probuje sie takze wykorzystaé przy produkcji szczepio-
nek (59). Genetyczna immunizacja polega na dostarczeniu genu kodujagcego odpo-
wiedni antygen do docelowych komorek gospodarza, w celu wywotania humoralnej
badz komodrkowej odpowiedzi immunologiczne;j.

Rak szyjki macicy jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych choréb na Swie-
cie, co roku diagnozowanych jest pot miliona nowych przypadkéw. Dominujgcym
czynnikiem etiologicznym dla tego typu nowotworu jest ludzki papillomawirus typu
16 (HPV-16), przenoszacy trzy transformujace onkogeny- E5, E6 i E7. Ich produkty sa
zatem unikatowymi antygenami nowotworowymi i moga by¢ uzywane jako szcze-
pionki. Opracowywane sg rézne strategie szczepienia, przy uzyciu wektoréw wiru-
sowych (wirusy vaccinia i z6ttaczki typu B) oraz niewirusowych. Wektory AAV tgcza
w sobie najlepsze cechy obu grup. jedynym wirusowym DNA, ktére musi by¢ zawar-
te w takim wektorze sg 145-zasadowe koncowe powtdrzenia. Dzieki temu jedynym
genem przenoszonym przez wektor AAV i ulegajgcym ekspresji jest wklonowany an-
tygen. Co wiecej, uzycie tego wektora nie jest zwigzane z silng komérkowa odpo-
wiedzig immunologiczng przeciwko transdukowanym komdrkom, co pozwala na
dtugotrwatg ekspresje przeniesionego genu (60).

Juz od wielu lat liczne grupy naukowcow prowadzg badania majgce na celu opra-
cowanie szczepionki przeciwko HIV. Prébuje sie to osiggna¢ na wiele sposobdw,
rowniez z udzialem AAV. Tworzone sg wektory rAAV przenoszace gen env wirusa
HIV, zawierajace geny Rep i Cap oraz koncowe powtérzenia AAV. Dodatkowo, za-
miast wirusa pomocniczego dodawane sg geny E2A, E4 oraz VA adenowirusa. W ba-
daniach przeprowadzonych na myszach, wektory te znacznie wzmochnity humoralng
odpowiedz immunologiczng (61,62). Inng szczepionka jest plazmid kodujacy gen
env opatrzony promotorem CMV. Wigczenie koricowych powtdérzen o odwrdconej
polarnosci pochodzacych z DNA AAV do rejonu regulatorowego tego plazmidu
zwieksza ekspresje transgenu i immunogennosé szczepionki (63).

Kolejne mozliwosci otworzg sie w chwili, kiedy wektory AAV zostang zastosowa-
ne do genetycznej modyfikacji komoérek dendrycznych. Komorki te pelnig podsta-
wowg role w odpowiedzi immunologicznej, jako komorki prezentujgce antygeny.
Dostarczenie gendw kodujacych antygeny do komoérek dendrycznych skutkuje diu-
gotrwalg ekspresjg antygenu oraz pozwala na modulacje receptorow komérkowych
i wydzielanie cytokin przez te komodrki. Co wazne, transdukcja komoérek dendrycz-
nych za pomoca zrekombinowanych AAV w warunkach in vitro nie wptywa na zywot-
nos¢, fenotyp ani funkcje immunologiczne tych komérek. Metoda ta moze przyczy-
ni¢ sie do ztagodzenia szerokiego wachlarza stanéw chorobowych: nowotworéw,
zapalen, autoimmunizacji i alergii (64-68).
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Lista schorzen, w leczeniu lub zapobieganiu ktérym prébuje sie zastosowac
wektory na bazie AAV, jak widac¢ jest dluga. Rezultaty wielu badan sg obiecujace,
niektére sgjuz w fazie klinicznej. Wszystko wskazuje zatem na to, ze terapia geno-
wa z zastosowaniem wektoréw AAV bedzie odgrywac¢ znaczna role w medycynie juz
w niedalekiej przysziosci.

6. Uwagi koncowe

Wirusy typu DNA, tj. adenowirusy, wirusy herpes czy AAV s3 szeroko stosowane
w biotechnologii jako wektory do wprowadzania obcych genéw do komoérek ludz-
kich. Decyduje o tym ich specyficzny tropizm do komodrek okreslonych typow, jak
rowniez mozliwos¢ zastapienia gendéw wirusowych genem terapeutycznym. Wirusy
te wywotujg jednak niekiedy niepozadane skutki uboczne, np. wykazujg wtasciwo-
§ci immunogenne i sa toksyczne dla organizmu. Dlatego do transferu obcych genéw
prébuje sie takze zastosowaé liposomy. Sg to sztucznie otrzymywane mikroskopij-
ne pecherzyki lipidowe, ktére mozna wypetnia¢ substancjami, ktére chcielibySmy
wprowadzi¢ do komorki. Efekt specyficznego ich kierowania do komérek docelo-
wych mozna osiagna¢ w wyniku modyfikacji ich parametrow fizycznych, tj. wielkos-
ci, wrazliwosci na pH, temperature lub po wprowadzeniu na ich powierzchnie czas-
teczek, ktére reaguja specyficznie z komorka docelowa, podobnie jak wirusy. Btony
liposoméw mozna tak modyfikowaé, ze nie beda miaty wkasciwosci immunogennych
i nie bedg toksyczne dla organizmu, a rownoczesnie, podobnie jak wirusy, bedg wy-
kazywac¢ specyficzny tropizm do okreslonych komorek.

Skroéty;

1) CK6 - promotor cytokeratyny, specyficzny dla miesni

2) MCK - promotor mies$niowej kinazy kreatyninowej, specyficzny dla miesni

3) CC10 - promotor specyficzny dla ptuc (pochodzi z genu biatka clara celi 10 kDa)

4) NMDA - kanat wapniowy, receptor kwasu glutaminowego (mozna go nasladowa¢ N-metylo-
-D-asparaginianem, stad nazwa)
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