Terapia genowa

Jacek Jura

Zaktad Fizjologii Rozrodu Zwierzat
Instytut Zootechniki

Balice k. Krakowa

edng z najdtuzej nie wyjasnionych tajemnic pozostawat mechanizm prze-

kazywania informacji dziedzicznej (genetycznej), przez organizmy zywe na

pokolenia. Przez wiele wiekéw prawidtowa odpowiedZ na to pytanie przekra-
czata mozliwosci jakimi dysponowat cztowiek. W prébach odpowiedzi, cztowiek
postugiwat sie spekulacjami i mistycyzmem.

Historia ostatnich dwoch wiekéw przyzwyczaita nas do tego, ze w kazdym
z nich miata miejsce rewolucja naukowa, zwitaszcza w naukach biologicznych.
W ich wyniku, wiele nie wyjasnionych zagadek zostato rozwigzanych. Co praw-
da, stan wiedzy w XIX stuleciu nie pozwalat na zbyt glebokie wnikniecie
w istote mechanizmu przekaz)nvania informacji genetycznej, stworzone zosta-
ty jednak podwaliny, ktére umozliwity w nastepnym stuleciu rozwigzanie tego
problemu. Podstawy stworzyt w 1866 r. Johann Gregor Mendel, biolog czeski,
formutujgc prawa dziedziczenia, ale za poczatek nauki o dziedziczeniu przyj-
muje sie rok 1900, kiedy to prawie zapomniane wyniki prac Mendla zostaty
potwierdzone przez Corrensa, Tschemarka i de Vriesa. W 1905 r. W. Bateson
wprowadzit termin: genetyka (gr. genetes = rodzic, zrodzony), a w 1909 r,
W.L. Johannsen, po raz pierwszy, uzyt okreslenia gen dla opisania podsta-
wowej jednostki substancji dziedzicznej zlokalizowanej w chromosomie lub
w cytoplazmie (gr. genos = pochodzenie) (1). Mechanizm funkcjonowania genu
i jego budowa zostaty jednak poznane dopiero p6t wieku pézniej, po odkryciu
w 1953 r. przez Watsona i Cricka struktury kwasu deoksyrybonukleinowego
i opisaniu procesu jego replikacji.

Dzisiaj dysponujemy nie tylko wiedzg, jak sg zbudowane geny, jak fun-
kcjonuja, za co odpowiadajg. Dysponujemy prawie kompletnymi mapami ge-
nomow cztowieka, niektérych drobnoustrojéw i zwierzat, a do konca naszego
stulecia bedziemy dysponowac ich petnymi wersjami. Posiadamy réwniez wie-
dze o tym, ze to wiasnie geny odpowiadajg za ,,zaprogramowang” S$mierc
komorek, niektore wady rozwojowe narzgdow i szereg nekajacych populacje
ludzka choréb dziedzicznych. Co wiecej, wiemy jakie geny, za jakie cechy
odpowiadajg i potrafimy je modyfikowa¢, naprawiaé, blokowa¢. Co ciekawsze,
do procesu naprawy ,btedow natury” zaprzegnieto organizmy (retro- i ade-
nowirusy), ktérych naturalng funkcjg jest dziatanie na szkode zaatakowa-
nego organizmu, wiasnie poprzez modyfikacje istniejagcych w nich gendw.
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z kazdym niemal dniem nasza wiedza na temat dziedziczenia jest wzboga-
cana o nowe informacje.

Wszystkie te informacje zawdzieczamy rewolucji, ktéra dokonata sie w ostat-
nich 15 latach w naukach biologicznych, jakiej jesteSmy Swiadkami na co
dzien. Rewolucje te okreslono mianem rewolucji biotechnologicznej. W jej
wyniku opracowano szereg ztozonych metod umoztiwiajagcych przenoszenie
informacji genetycznej pomiedzy komodrkami, pomiedzy organizmami pro-
i eukariotycznymi. Mozliwosci te, gtoéwnie za sprawag dziatu biotechnologii —
dynamicznie rozwijajacej sie inzynierii genetycznej, pozwolity na opracowanie
metod leczenia schorzen wywotywanych przez nieprawidtowo funkcjonujace
geny — stosowanie terapii genowej. W ostatnich pieciu latach, tylko w Sta-
nach Zjednoczonych opracowano ponad 100 oficjalnie zarejestrowanych pro-
tokotow terapii genowych, z ktérych cze$¢ z powodzeniem zostata juz zasto-
sowana (2-6).

Sposrod wielu choréb, ktére nas nekajg, ponad 4 tysigce zostato rozpo-
znanych jako genetyczne, Maja one podtoze w nieprawidtowym funkcjono-
waniu pojedynczego genu lub zespotu genéw (2,7,8). Najskuteczniejszym spo-
sobem leczenia chorych genow jest mozliwo$¢ ich naprawy poprzez wstawie-
nie do materiatu dziedzicznego ,,protez”, tzn. zastgpienie nieprawidtowych
gendw prawidtowymi.

Terapia genowa skiada sie z szeregu ztozonych metod biotechnologi-
cznych umozliwiajacych leczenie poprzez naprawe, zamiane lub zablo-
kowanie funkcji pojedynczego genu, odpowiedzialnego za wystgpienie
danej jednostki chorobowej.

Terapia genowa moze dotyczy¢ komorek rozrodczych (piciowych), zygoty
przed pieiwsz5on podziatem lub komérek ciata (komoérek somatycznych). Za-
stosowanie terapii genowej do komorek rozrodczych moze spowodac, ze wpro-
wadzone zmiany w kodzie genetycznym zostang przekazane potomstwu i w tym
zakresie zabiegi wykonywane sg tylko na zwierzetach. Zabiegi na komorkach
rozrodczych czlowieka, zaréwno ze wzgledu na ich ztozono$¢, nieprzewidy-
walnos$¢ skutkéw w odniesieniu do potomstwa (mozliwo$¢ wystgpienia nie-
prawidtowosci w funkcjonowaniu zmienionego genomu lub na skutek nie-
prawidtowego zintegrowania sie z obcym genem), jak i ze wzgledéw etycznych,
nie powinny by¢ wykonywane. Zabiegi przeprowadzane na komoérkach so-
matycznych, moga dotyczy¢ korygowania zaréwno defektow genetycznych,
jak i niegenetycznych. Postepowanie moze dotyczy¢ komorek, tkanek lub
narzadéw nieprawidtowo funkcjonujacych jedynie u danego osobnika pod-
danego terapii. Terapie somatyczng mozna przeprowadza¢ dwoma sposoba-
mi: ex vivo lub in vivo (9-11).

Metoda ex vivo polega na wyodrebnieniu docelowych komérek organizmu
dotknietego choroba, modyfikacji genetycznej metodami in vitro i powtornym
wprowadzeniu ich do organizmu tego samego chorego (9-11). Dotychczas
najlepiej opanowang metodg jest wykorzystanie w terapii genowej pierwot-
nych (tworczych) komarek krwi, wyizolowanych ze szpiku kostnego, w lecze-
niu choréb zwigzanych z brakiem odpornosci (2,11). Zmodyfikowane pier-
wotne komorki krwi, wprowadzone z powrotem do organizmu, produkuja
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pokolenia zmodyfikowanych, prawidtowo funkcjonujgcych komorek krwi, kto-
re zastepujg w organizmie komorki nieprawidtowe (2,11,12). Postepowanie
takie po raz pierwszy zastosowano w 1991 r. u grupy dzieci chorych na
bardzo rzadki, ztozony zespét niedoboru odpornosci (SCID, ang. severe com-
bined immunodejiciency disease) spowodowany brakiem enzymu deaminazy
adenozyny (ADA, ang. adenosine deaminase enzyme) (2,9,11,12). Do orga-
nizmu chorych wprowadzono wczesniej od nich pobrane i zmodyfikowane
laboratoryjnie komorki krwi, wyposazone w gen ADA odpowiedzialny za pro-
dukcje enzymu ADA. Uzyskano odpornos¢ na antygeny, normalizacje kraza-
cych w krwi limfocytéw i pojawienie sie przeciwciat (2,9,11,12).

Terapie genowag ex vivo stosuje sie tez w leczeniu nowotworéw. Polega
ona na pobraniu z nowotworu komdérek, wyposazeniu ich w gen odpowie-
dzialny za produkcje, np. czynnika martwicy nowotworéw TNF (ang. tumour
necrosis Jactor) czy interleukine (IL-2, IL-4) i ponownym wprowadzeniu zmo-
dyfikowanych komérek do tkanki nowotworowej (9,13-15). Takie postepowa-
nie powoduje niekiedy znaczne zmniejszenie sie nowotworu, a nhawet zatrzy-
manie jego rozwoju na skutek namnozenia sie dzialajacych nekrotycznie
wprowadzonych komadrek. Szczegélnym rodzajem terapii genowej ex vivo jest
autolimfocytowa terapia komérkowa (ALT, ang. autolymphocyte celi therapy)
(11,16,17). Metoda ta polega na pobraniu od chorego limfocytéw i trakto-
waniu ich w hodowli pozaustréjowej cytokinami. Cytokiny to substancje
wydzielane przez limfocyty T-pomocnicze, stymulujace zardéwno
odpowiedz humoralng, jak i komoérkowa (9-11). Wprowadzone z powrotem
do krwiobiegu pacjenta limfocyty po traktowaniu cytokinami zwalczajg po-
wstaty nowotwor.

Terapia genowa in vivo polega na wprowadzaniu genéw prawidtowych
wprost do nieprawidtowo funkcjonujgcych komérek, tkanek tub narzadéw
organizmu chorego.

Zasadniczg trudnoscig w procesach terapii genowej zarbwno ex vivo, jak
i in vivo jest, znalezienie niezawodnego, powtarzalnego, stabilnego i wydaj-
nego sposobu wprowadzania DNA do komédrek (w organizmie lub w hodowli
pozaustrojowej) (2). Stosuje sie kilka technik, ktére znalazty wczesniej za-
stosowanie przy wprowadzaniu DNA do komérek w hodowli pozaustrojowej
oraz w procesach uzyskiwania transgenicznych ros$lin i zwierzat. Najczesciej
stosowanym sposobem wprowadzania DNA do choiych komoérek jest postu-
giwanie sie zrekombinowanymi retrowirusami (2,11).

Terminem transfekcja okresla sie wprowadzenie odcinka DNA do ko-
morki za pomocag zrekombinowanego wirusa, tzn. takiego, ktérego czes¢
genomu stanowi zmodyfikowany laboratoryjnie odcinek RNA lub DNA.
Termin jest stosowany réwniez jako okre$lenie zargonowe, oznaczajgce
wprowadzenie egzogennego DNA do komodrek ssakéw lub roslin (np. z za-
stosowaniem elektroporacji lub mikroiniekcji).

Retrowirusy zbudowane sag z pojedynczej nici RNA. Retrowirusy wnikajac
do komorek wprowadzajg do nich RNA, kopiujg DNA na matrycy RNA, ktére
trafia do danego chromosomu komérki. Mozna je zatem wykorzystywac jako
nosniki (wektory) przenoszace zadang informacje genetyczng do chorych ko-
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morek w organizmie pacjenta (2,9). Przy tym sposobie istnieje jednak ryzyko
wprowadzenia obcego, niepozadanego DNA do genomu komorek chorego (np.
zmutowanego w czasie rekombinacji, lub Zle ,,oczyszczonego”, zawierajacego
patogenne fragmenty genomu wirusa) (2,8). Ograniczeniem tej metody (za-
stosowania retrowiruséw jako wektorow zrekombinowanej informacji gene-
tycznej) jest i to, ze ekspresja tak wprowadzonego DNA nastepuje tylko w ko-
morkach bedacych w trakcie podziatow (2). Ponadto, proces integracji wpro-
wadzanego DNA najczesciej nastepuje w zupetnie przypadkowym miejscu,
co moze prowadzi¢ do zaburzenia lub uszkodzenia genu regulatorowego,
a w efekcie doprowadzi¢ do sprowokowania zmian nowotworowych (1,4). Wre-
szcie, wektory retrowirusowe nie moga by¢ ukierunkowane na specyficzne
typy komoérek (nie infekujg wybiorczo) i sg niestabilne in vivo, w komorkach
ssakodw naczelnych (2,4).

Wektory adenowirusowe nalezg do grupy nosnikow, ktére maja zdolnosc
infekowania (podobnie jak wektory retrowirusowe) wielu typéw komorek, z tg
réznica, ze sg to komdérki nie bedace w trakcie podziatu. Nosniki te sg bar-
dziej stabitne in vivo i mogg by¢ z powodzeniem stosowane do transfekcji
komorek in situ. Adenowirusy zbudowane sg z dwuniciowego DNA. Nosniki
te byty wykorzystywane z powodzeniem do transfekcji komoérek watroby (wpro-
wadzanie gendw czynnika VIII i IX, ktérych brak wywotuje hemofilie typu A
lub B) oraz do wprowadzenia genu CFTR (ang. cysticJibrosis resistant gene)
do komoérek nabtonka drég oddechowych, w leczeniu zwldknienia cystowa-
tego (2,4,11). Niedogodnoscig w stosowaniu wektorow adenowirusowych jest
to, ze nie ulegajg one integracji z DNA jadrowym, a wprowadzane geny moga
ulec ekspresji jedynie z DNA episomatycznego. Czesto jednak, nawet w nie
dzielagcych sie komorkach, episomy ulegajg dezaktywacji lub w trakcie na-
stepujacego podziatu komoérki sg trawione albo wydalane. W zwigzku z tym
wektory adenowirusowe nie nadajg sie do transfekcji komdrek pierwotnych
(ang. stem cells) (2). Kolejnym ograniczeniem w zastosowaniu wektoréw ade-
nowirusowych jest to, ze w wielu przypadkach dziatajg immunogennie, tzn.
komorki, ktore zostaty przez nie transfekowane, sg niemal natychmiast ata-
kowane przez przeciwciata i niszczone. Prowadzi to do natychmiastowego
obnizenia lub catkowitego wyeliminowania produktow powstatych na bazie
wprowadzonego genu (2,4,11). Ponowna transfekcja komérek z zastosowa-
niem wektora adenowirusowego wzmaga odpowiedZ immunologiczng organi-
zmu, w skrajnym przypadku doprowadzajgc do trwatego wyeliminowania ko-
morek zawierajagcych wprowadzony wektor (2,4,9).

Innym sposobem, wykorzystywanym w terapii genowej, jest wprowadzanie
fragmentéw DNA na drodze biobalistyki.

Biobalistyka jest technikg wprowadzania egzogennej informacji ge-
netycznej do wnetrza komoérek (zwlaszcza roslinnych), polegajacga na
wstrzeliwaniu mikrokulek z metali szlachetnych lub polimerowych op-
laszczonych zrekombinowanym DNA z zastosowaniem tzw. dziat bioba-
listycznych. Sg one precyzyjnymi urzgdzeniami wykorzystujacymi tadu-
nek pirotechniczny lub efekt eksplozji kropli wody, poddanej krétkiemu
wytadowaniu elektrycznemu, do wystrzelenia mikrokulki optaszczonej
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DNA. W najnowoczesniejszych urzadzeniach tego typu miejsce wstrze-
lenia jest sterowane Swiatlem lasera. Technika biobalistyczna zostata
opracowana w Cornell University, USA, a skomercjalizowana przez kor-
poracje DuPont (9).

Technika pozwala na wprowadzenie DNA w krétkim czasie do duzej liczby
komérek lub ich organelli (hp. do mitochondrium). Wstrzelone DNA ulega
dyfuzji i tgczy sie z chromosomami. Technika jest szeroko stosowana do
transformacji komorek w hodowlach in vitro (hodowle stacjonarne — ko-
morki przytwierdzone do podioza), zwhaszcza w procesie produkowania trans-
genicznych rostin. Niedoskonato$cig metody jest stosunkowo niski stopien
Integracji wprowadzanego DNA. W badaniach nad terapig genowg technike
wstrzetiwania mikrokutek optaszczonych DNA zastosowano do transfekcji ko-
morek skoiy u myszy. Tak wprowadzone DNA byto jednak akt}wne jedynie
przez kilka dni (9).

Kolejna metoda wykorzystywana w terapii genowej jest bezposrednie wstrzy-
kiwanie roztworu zawierajgcego liczne fragmenty DNA, zawieszone w roztwo-
rze fosforanu wapnia, bezposrednio do zmienionej chorobowo tkanki narzadu
(np. watroby lub miegsni) (11). Po wprowadzeniu buforu z zawiesing DNA
u czesci komoérek dochodzi do zintegrowania nowego DNA, co niekiedy po-
zwala na uzyskanie miejscowej ekspresji wprowadzonego genu. Metoda ta
okazata sie pomocna, np. w zwalczaniu dystrofii miesni (11).

Bezposrednie wstrzykiwanie do niektérych tkanek narzadéw wewnetrz-
nych (gtéwnie watroby, w mniejszym stopniu trzustki) DNA enkapsulowanego
przez liposomy, jak sie okazato, jest rowniez skuteczne. Liposom to mikro-
skopijnej wielkosci kapsuta lipidowa. Powstaje w wyniku zamkniecia bto-
ny lipidowej utworzonej przez spolaryzowane hydrofilowe i niespolaryzo-
wane hydrofobowe czgsteczki lipidéw w srodowisku wodnym (9). We wne-
trzu tiposomu mozna zamyka¢ dowoine wietopeptydy (np. DNA). Warstwa
lipidowa stanowi doskonatg warstwe ochronng. Ponadto powierzchnia tipo-
somu moze by¢ wykorzystana jako miejsce, do ktérego przylaczane sg prze-
ciwciata. Liposomy sg szybko wchtaniane przez komorki, a DNA w nich za-
warty ulega ekspresji. Ze wzgledu na te wiasciwosci, liposomy znalazty za-
stosowanie jako transportery terapeutykéw (nie sg trawione w zotadku), ktére
sg szybko absorbowane w jetitach. Liposomy, z umiejscowionymi na powie-
rzchni przeciwciatami, moga by¢ wprowadzane do krwiobiegu, gdzie swobod-
nie docierajg do komorek organdéw docelowych (poddanych terapii) (2,9,10).
Jedynym i gtdwnym mankamentem stosowania liposoméw w terapii jest ich
ograniczona stabitnos$¢ (czas efektywnego dziatania jako nosnikéw), duzo mniej-
sza niz kapsut uzyskanych z substancji polimerowych (9).

Terapia genowa jest metodg terapeutyczng coraz wyrazniej podlegajaca
komercjalizacji, stwarzajaca rézne problemy biomedyczne, bioetyczne i praw-
ne (wiele proponowanych sposobéw terapii genowej budzi watpliwosci co do
skutecznosci lub konczy sie catkowitym niepowodzeniem). Lista chordb ge-
netycznych cztowieka, co do ktorych podejmuje sie préby terapeutyczne obej-
muje: mukowiscydoze, insulinozatezng cukrzyce, kartowato$¢, rozedme ptuc,
dziedzicznag hipercholesterolemie, homogtobionopatie, hemofilie, zespét Gau-
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chera, dystrofie miesniowa, fenyloketonurie. Obejmuje réwniez ehoroby na-
byte: r6znego rodzaju choroby nowotworowe, choroby ukitadu krazenia, cho-
roby neurodegeneracyjne, AIDS i artretyzm (11).

Mimo spektakularnych sukceséw, jakie niewatpliwie uzyskano w leczeniu
niektorych jednostek chorobowych (genetycznych i nabytych), stosujac tera-
pie genowa, najpowazniejszym problemem w szerokim zastosowaniu tej me-
tody jest brak uniwersalnego nosnika (wektora), bezpiecznego i zapewnia-
jacego wysoka efektywnos$¢ integracji i ekspresji wprowadzanego DNA.

Pierwsze uregulowania prawne, dotyczace stosowania terapii genowej, po-
wstaty w USA w 1990 r. (dotyczytly ekpeiymentu z SCID). Nastepnie ustalono
spis instytucji rzagdowych, ktére maja prawo podjecia decyzji 0 rozpoczeciu
lub przerwaniu eksperymentow. Naleza do nich: National Institute of Health
(NIH), National Cancer Institute (NCI), Food and Drug Administration (FDA)
(5,9). W krajach europejskich tworzy sie dopiero odpowiednie akty prawne,
regulujgce nie tylko stosowanie terapii genowej, ale réwniez tworzone sg
instytucje odpowiedzialne za nadzorowanie prac zwigzanych z szeroko pojetg
biotechnologig (5).

Pomijajac wszelkie kontrowersje, jakie budzi¢ moze terapia genowa, nie-
zaprzeczalnym pozostaje fakt, ze to wilasnie ona jest jednym z najwiekszych
osiggnie¢ wspotczesnej nauki, stojacej u progu nowego tysiaclecia.
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Gene therapy

Summ ary

Human gene therapy is one of the methods of the new millennium. There are over 100
protocols of gene therapy accepted by ethics committes and applied succesfully in clinics.
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