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Perspektywy terapii genowej choréb neurologicznych

Perspectives of gene therapy in neurological diseases

JERZY NOWAK, DANUTA JANUSZKIEWICZ-LEWANDOWSKA

Z Zakladu Genetyki Czlowicka PAN w Poznaniu

STRESZCZENIE. Terapia genowa jest jednq
z najszybciej rozwijajqcych sie dziedzin medycyny.
Terapia genowa stwarza olbrzymie mozliwosci le-
czenia wielu nabytych i wrodzonych choréb neuro-
logicznych, w ktdrych zidentyfikowano okreslony
defekt genetyczny. Zastosowanie specyficznych
wektoréw umozliwia wprowadzenie terapeutycz-
nych genéw do komdrek docelowych metodq ex
vivo i in vivo. Uzyskanie obiecujacych wynikéw
na modelach zwierzecych pozwala przypuszczad,
ze w przyszlosci technologia transferu genu bedzie
mogla byé wykorzystana w leczeniu choroby
Parkinsona i Alzheimera. W przeprowadzonych

prébach klinicznych z zastosowaniem transferu ge-,

néw samobdjcéw i gancyklowiru zaobserwowano
regresje guzéw mozgu. Nalezy przypuszczal, Ze
w przyszio$ci technologia transferu genu stanie sig
powszechng metodq zapobiegania i leczenia chorcb
neurologicznych.

SUMMARY. Gene therapy 'is one of the most
rapidly developing branches of medicine. Gene
therapy provides enormous possibilities of treat-
ment of many acquired and inborn neurological
conditions, in which a definite genetic defect has
been identified. The application of specific vectors
allows to introduce therapeutic genes into target
cells by means of the ex vivo and in vivo methods.
Since promising results have been obtained in ani-
mal models, it can be assumed that in the future
the gene transfer therapy may be used in the
treatment of parkinsonism and Alzheimer’s dis-
ease. In clinical trials using suicides’ genes trans-
Jfer and gancyclovire, regression of cerebral tu-
mors has been noted. It may be hoped that in the
Sfuture the gene transfer therapy will be a common
method of neurological diseases prevention and
treatment.
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W ciagu ostatnich kilku lat obserwujemy
dynamiczny rozwdj nowej dyscypliny me-
dycznej, za jaka mozna uwazaC terapie
genowa. Pomimo braku wykazania skutecz-
noSci terapii genowej, zar6wno w choro-
bach genetycznych jak i nowotworowych,
perspektywy dalszego jej rozwoju i prakty-
cznego zastosowania zapowiadaja sie nie-
zwykle obiecujaco. W klasycznym ujeciu te-
rapia genowa polega na probie uzyskania
efektu leczniczego poprzez wprowadzenie
do komorki genu prawidlowego w miejsce

brakujacego lub zmutowanego. Bardzo szyb-
ko okazalo sie, ze manipulacje genetyczne
dla celéw terapeutycznych moga byc wy-
korzystane nie tylko w chorobach uwarun-
kowanych genetycznie, ale rowniez w cho-
robach nowotworowych, zakaznych oraz
w neurologicznych [4, 5].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie,
na podstawie doswiadczenn przeprowadzo-
nych gtownie na zwierzetach, mozliwosci
terapii genowej oraz perspektyw jej wykorzy-
stania w leczeniu choréb neurologicznych.
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FORMY TERAPII GENOWEJ

Mozliwe formy terapii genowej obejmuja [7]:

— wprowadzenie prawidlowego genu bez
zmiany genu zmutowanego

— modyfikacje genu in situ

— ,,chirurgie genowa’ polegajaca na wy-
cinaniu genu z defektem i insercji genu
prawidtowego

— zastosowanie kombinacji wymienio-

nych form

Potencjalne formy manipulacji informa-
cja genetyczna czlowieka obejmuja:

— somatyczna terapie genowa
— terapie genowa komoérek rozrodczych
— wzmocnienie genetyczne oraz gene-

tyczna eugenike

Z uwagi na mozliwodci techniczne,
a przede wszystkim ze wzgledéw etycznych
podejmowane proby kliniczne dotycza wy-
lacznie terapii genowej komdrek somatycz-
nych. Nalezy bardzo wyraznie oddzeli¢
terapie genowa od historycznie niechlubnej,
eugeniki genetycznej polegajaca na popra-
wianiu pod nadzorem instytucji panstwowej
takich cech populacji cztowieka, jak: inteli-
gencja, osobowo$¢, uzdolnienia itp.

POCZATKI I ROZWOJ
TERAPII GENOWEJ

Poczatki terapii gencwej siegaja roku
1980, kiedy Martin Cline dokonat nienda-
nej proby wprowadzenia genu globiny do
komorek szpiku kostnego chorego na tala-
semie. Ze wzgledu na niedoskonalos¢ tech-
nologii transferu genu i niepowodzenie
Cline’a, wprowadzono blisko dziesigciolet-
nie moratorium na wszelkie proby kliniczne
z wykorzystaniem technologii transferu ge-
nu. Dopiero w 1990 roku dokonano pierw-
szego udanego transferu genu deaminazy
adenozyny do limfocytow 4-letniej dziew-

czynki z ciezkim zlozonym niedoborem od-
pornoéci (SCID — severe combined immune
deficiency). Od tego czasu wykonano na ca-
lym swiecie kilkaset prob klinicznych z za-
stosowaniem transferu genu w réznych cho-
robach, glownie nowotworowych, genetycz-
nych i AIDS. Do tej pory calkowite wyle-
czenie uzyskano tylko u jednego pacjenta
z zaawansowanym czerniakiem zlo§liwym
z przerzutami. Nalezy jednak dodaé, ze
wladnie w czerniaku zlosliwym stosunkowo
czesto obserwuje sie spontaniczna regresje
objawow chorobowych. Natomiast u czedci
pacjentbw z chorobami nowotworowymi
uzyskano znaczaca poprawe, co niestety nie
przesadza jeszcze o wyleczeniu, ktore bedzie
mozna potwierdzi¢ dopiero po kilkuletniej
obserwacji. Pomimo ze u pierwsze] pa-
cjentki z SCID po kilkakrotnym transferze
genu deaminazy adenozyny do limfocytéw
uzyskano duza poprawe kliniczna, to jed-
nak w dalszym ciagu otrzymuje ona leczenie
podtrzymujacymi dawkami deaminazy ade-
nozyny z polietyloglikolem (ADA-PEG).

TRANSFER GENU
DO KOMOREK SOMATYCZNYCH

Wprowadzenie terapeutycznego genu ma
na celu wzmocnienie stabej funkeji, rekon-
stytucje brakujacej czynnosci lub supresje
niepozadanej aktywnosci, Transfer terapeu-
tycznego genu do komorki mozna dokonaé
dwoma zasadniczymi sposobami. Pierwszy
ex vive obejmuje pobranie od chorego ko-
morek lub tkanki, ich hodowle in vitro,
transfer genu i autologiczna transplantacje
genetycznie zmodyfikowanych komorek.
Drugi, trudniejszy sposéb — transfer genu
in vivo polega na wprowadzeniu terapeu-
tycznego genu bezposrednio do komorek
chorego. Zasadniczym ograniczeniem trans-
feru genu in vivo jest zastosowanie noSnika
—wektora, ktory przencsi w sposdb swoisty
i z duza wydajnoscia gen terapeutyczny do
komorek docelowych [9]. Koniecznym wa-
runkiem wprowadzenia terapeutycznego ge-
nu do komorki jest uzyskanie odpowiednich
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wektoréw, zdolnych do transdukcji okreslo-
nego genu do komoérek docelowych. Trans-
fer leczniczego genu do komoérki docelowej
i uzyskanie jego stabilnej ekspresji stanowi
jeden z elementéw powodzenia terapii ge-
nowej. Gen mozna wprowadzi¢ do komor-
ki réznymi metodami fizykochemicznymi,
z ktorych w terapii genowej wykorzystywa-
na jest technika elektroporacji i wprowa-
dzania liposoméw po fuzji DNA. Z metod
biologicznych powszechnie wykorzystuje si¢
wprowadzanie do komorki genéw za pomo-
ca réznego rodzaju wektorow.

W terapii genowej choréb neurologicz-
nych wykorzystywane sa wektory pochodne
wirusa opryszczki pospolitej, wektory retro-
wirusowe, adenowirusowe i wektory po-
chodne adenowirusa (AAV, adeno associa-
ted virus) [1, 3]. Wektory pochodne wirusa
opryszezki (HSV — herpes simplex virus) mo-
ga by¢ bardzo przydatne w terapii genowej
chordéb neurologicznych z uwagi na ich
neurotropizm i latwa zdolnos¢ do infekcji
wielu komoérek. Wektory HSV o wielkosci
150 Kbp DNA moga ,,pomiesci¢” insert
wielkoéci do 20 Kbp. Charakteryzuja sig
wysoka wydajnoscia transdukcji neurondéw
i komérek glejowych. Moga infekowaé row-
niez komadrki nie dzielace sie, nie integruja
sie jednak z genomem komorki i co za tym
idzie wykazuja stosunkowo krétkotrwala,
rzedu kilku tygodni, ekspresje transgenu.
Wektory HSV moga mie¢ w przyszlosci za-
stosowanie do wprowadzania terapeutycz-
nych genoéw glownie w leczeniu choroby
Parkinsona. W do$wiadczeniach na zwierze-
tach probuje sie stosowaé atenuowane mu-
tanty HSV replikujace tylko w komorkach
guza. W chorobach neurologicznych moga
by¢ réwniez wykorzystane do transferu ge-
nu wektory retrowirusowe. Ograniczeniem
stosowania tych wektorow jest ich zdolnosé
do infekcji wylacznie komorek dzielacych
sie. Nie posiadaja zdolnoéci do replikacji
i moga tylko jednorazowo zainfekowacl
komorke. Wektory retrowirusowe charakte-
ryzuje wysoka wydajno$¢ transferu genu
i stabilna integracja z genomem komorki.

W doéwiadczeniach na modelu zwierzecym
w chorobach ukladu nerwowego praktycz-
nie nie s3 wykorzystywane wektory adeno-
wirusowe i wektory pochodne AAV.

W terapii genowej stosuje sig rowniez me-
tody fizykochemicznego transferu genu do
komoérek docelowych. Do metod tych moz-
na zaliczy¢ wprowadzenie terapeutycznego
genu przez liposomy, elektroporacje, trans-
fekcje DNA wytraconego fosforanem wap-
nia i bezpoérednia iniekcje DNA. Ta ostat-
nia metode moZna stosowaé wylacznie
w odniesieniu do komoérek migéniowych.

KOMORKI DOCELOWE W TERAPII

.CHOROB NEUROLOGICZNYCH

Komorkami docelowymi w terapii cho-
r6b neurologicznych moga by¢ komarki gle-
jowe, ptodowe komorki neuronalne, astro-
cyty, oligodendrocyty, komoérki Schwanna,
fibroblasty oraz mioblasty [1, 3]. W do-
$wiadczalnych modelach terapii genowej
choréb neurologicznych duze nadzieje wiaze
sie z genetycznie modyfikowanymi fibrobla-
stami i mioblastami. Prekursorowe komorki
neuronalne moga byC przeszczepiane jako
niemodyfikowane, ktoére rdznicuja sie do
dojrzalych neurondow w warunkach in vive.
Ponadto istnieje mozliwo$¢ genetycznej mo-
dyfikacji komoérek prekursorowych in vitro.
Oddzielna grupe stanowia komorki nowo-
tworow centralnego ukladu nerwowego, do
ktérych mozna bezposrednio, in vive, wpro-
wadzad terapeutyczny gen [2, 6, 12].

MOZLIWOSCI GENOTERAPII
CHOROBY PARKINSONA

Choroba Parkinsona jest jedna z najczest-
szych chordb neurodegeneracyjnych, wyste-
pujaca u okolo 0.1-1% populacji. Duza
cze$¢ przypadkéw choroby Parkinsona wia-
ze sie z brakiem czynnikéw neurotroficz-
nych, dzialaniem wolnych rodnikéw tleno-
wych lub ekspozycja na inne toksyny. Ce-
cha charakterystyczna jest utrata neuronéw
produkujacych dopaming. Leczenie choroby
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Parkinsona doustnym podawaniem pochod-
nych dopaminy staje sie mniej skuteczne
w miare postepu procesn chorobowego.
Miejscowe dostarczenie L-DOPA poprzez
transfer genu wydaje si¢ by¢ atrakcyjna al-
ternatywa. Mozna to osiagnaé poprzez
transfer in situ neurondéw produkujacych
hydroksylaze tyrozyny, ktéra jest odpowie-
dzialna za biosynteze L-DOPA z tyrozyny.
Transfer genu hydroksylazy tyrozyny in situ
mogtby zwieksza¢ miejscowa produkcje
L-DOPA. Na modelu zwierzecym wykaza-
no duza skuteczno$¢ w eliminacji objawow
braku L-DOPA poprzez transfer genu hy-
droksylazy tyrozynowej, ktoéry hamowat
objawy spowodowane podawaniem neuro-
toksyny (6-hydroksydopaminy) niszczacej
neurony dopaminergiczne [1, 3]. W bada-
niach modelowych u szczura wprowadzono
gen hydroksylazy tyrozyny stosujac wektory
wirusa opryszczki, charakteryzujace si¢ wy-
sokim neurotropizmem. Podobnie pozytyw-
ne wyniki uzyskano przy pomocy wektorow
pochodnych adenowirusa (AAV, adeno asso-
ciated virus). Obiecujace wyniki uzyskano
ro6wniez poprzez wszczepianie genetycznie
modyfikowanych fibroblastow i mioblastow
syntetyzujacych hydroksylaze tyrozyny. Na-
lezy wspomnie¢ o niezwykle atrakcyjnych
wynikach u myszy transgenicznych z wysoka
ekspresja dysmutazy nadtlenkowsj. U myszy
tych wykazano oporno$¢ komorek produ-
kujacych dopamine na uszkodzenia przez
wolne rodniki.

PERSPEKTYWY TERAPH GENOWEJ
CHOROBY ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera charakteryzuje sig
postepujacym  otgpieniem spowodowana
przez atrofi¢ kory mozgu, utrate neurondw,
odkladanie sig zZtogdéw beta-amyloidu w ko-
rze moézgu i hipokampie oraz degenera-
cje neurondéw cholinergicznych. Zapobiega-
nie degeneracji neuronow cholinergicznych
mozna osiagnac przez egzogenne podawanie
czynnika wzrostu NGF (nerve growth fac-
tor). Podobny efekt mozna osiagnaé po-

przez transplantacje genetycznie modyfiko-
wanych fibroblastéw produkujacych NGF
{1, 3]. Pozytywne wyniki uzyskano na mo-
delu szczura, gdzie zaobserwowano wzrost
liczby neurondw z receptorami dla NGF.
Zachecajace wyniki do przyszlej genoterapii
choroby Alzheimera osiagnieto u zwierzat
poprzez przeszczepy genetycznie modyfiko-
wanych fibroblastéw produkujacych braku-
jace neurotransmitery, np. acetylocholine.
W badaniach na zwierzetach uzyskano po-
zytywne efekty genoterapii mierzone zdol-
no$cia do uczenia i zapamietywania.

PROBY TERAPII GENOWEJ
GUZOW MOZGU

DuzZe nadzieje w leczeniu guzéw mozgu
wiaze si¢ z terapia genowa prowadzona in
vivo. W przeciwienistwie do tkanki mozgo-
wej, ktorej komorki nie ulegaja podziatom,
komorki guzéw moézgu wykazuja wysokie
tempo proliferacji. Teoretycznie, do szybko
dzielacych sie komérek guzdéw mozgu moz-
na wprowadza¢ terapeutyczne geny, ktore
nie ulegaja transferowi do komérek prawi-
dtowych. Aktualne strategie terapii genowej
guzéw mozgu obejmuja bezposrednie nisz-
czenie komorek nowotworowych poprzez
transfer gendw kodujacych toksyny [10, 11].
Najwigksze nadzieje wiazane sa z begpo-
srednim wprowadzaniem do tkanki guza ge-
néw tzw. ,,samobdjcdw” pochodnych wiru-
sa opryszczki pospolitej, kodujacych kinaze
tymidynowa [6, 8. Enzym ten powoduje
konwersje nietoksycznego gancyklowiru
w $rodek niszczacy komorki nowotworowe.
W przypadku transferu genu kinazy tymi-
dynowej do komorek guza moézgu obser-
wuje sie tzw. bystandar effect, polegajacy
na niszczenin przez gancyklowir réwniez
komérek, w ktérych nie doszlo do ekspres;ji
genu kinazy tymidynowej HSV. W dodwiad-
czeniach na zwierzetach wykazano, ze
w celu catkowitego zniszczenia tkanki guza
wystarczy efektywny transfer genu kinazy
tymidynowej do okolo 20% komoérek guza.
Niezwykle pomyslne wyniki, polegajace na
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catkowitej regresji glejaka 9L u szczura,
uzyskano poprzez wprowadzenie do tkanki
nowotworowej fibroblastéw produkujacych
kinaze tymidyny HSV z nastgpowym poda-
niem gancyklowiru. W prébach klinicznych
poddano terapii genowej z zastosowaniem
transferu genu kinazy tymidynowej HSV
kilkudziesigciu pacjentéw z guzami mozgu.
Z uwagi na zbyt krotki okres obserwacji
trudno mowic o wyleczeniu chorych z gleja-
kami moézgu poprzez transfer genu kinazy
tymidynowej i podawanie gancyklowirn,
jednakze wstepne wyniki obserwacji kli-
nicznych poparte monitorowaniem przy po-
mocy rezonansu magnetycznego wskazuja
na wyrazne zmniejszenie sie objetosci guza.
Na ostateczna ocene wynikéw leczenia gu-
zO6w mozgu transferem genu kinazy tymidy-
nowej i podawaniem gancyklowiru nalezy
jeszcze poczekad.

PRZYSZY.0SC TERAPII GENOWEJ
W NEUROLOGII

Z innych strategii o potengjalnie duzym
znaczeniu w przyszlosci wymieni¢ nalezy
korekte zmutowanych genéw przeciwnowo-
tworowych, hamowanie ekspresji onkoge-
néw przez transfer sekwencji antysensow-
nych. Mniejsze znaczenie w przyszlosciowej
terapii genowej choréb neurologicznych
beda mialy strategie prowadzace do zwiek-
szania immunogennosci komdrek nowo-
tworowych oraz wzmacnianie swoistej ak-
tywnoSci przeciwnowotworowej limfocytow
cytotoksycznych. Nie mozna wykluczyé,
7e dzieki technologii transferu genu bedzie
mozliwa regeneracja ognisk demielinizacyj-
nych w stwardnieniu rozsianym.

Terapia genowa chordb neurologicznych
dopiero zaczyna si¢ rozwija¢. Obecny etap jej
rozwoju nie pozwala jeszcze mowié o skute-
cznym wyleczeniu jakiejkolwiek choroby,

a szczegblnie choroby nowotworowej. Z tego
wzgledu nie nalezy stwarzac nadziei, zwlasz-
cza ciezko chorym pacjentom, na ,,cudowne™
wyleczenie za pomoca nowej formy terapii.
Mozna mie¢ natomiast pewno$¢, ze w przy-
szlosci terapia genowa bedzie stawala sig
podstawowa metoda w zapobieganiu i lecze-
niu choréb neurologicznych.
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