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Novosti pri zdravljenju z gensko terapijo

New developments in gene therapy

Katarina Sedej," PrimoZ RoZman?

Izviecek

Genska terapija je zdravljenje genetskih bolezni
s prenosom genetskega materiala v celice. V ta
namen najveckrat uporabljajo virusne vektorje,
obstajajo pa tudi nevirusne metode vnosa ge-
nov v celice, ki so ve¢inoma manj u¢inkovite. Po
uspesnih zacetkih leta 1990 se je razvoj genske
terapije upocasnil zaradi hudih stranskih uéin-
kov adenovirusnih vektorjev in ko je ve¢ otrok
med genskim zdravljenjem zbolelo za levkemijo.
Danes poteka mnogo raziskav, ki ugotavljajo kli-
ni¢no uspesnost genskega zdravljenja pri zdra-
vljenju raka, monogenskih genetskih in sréno-
-zilnih bolezni. Na podro¢ju dednih genetskih
bolezni so se v zadnjih letih pokazali prvi uspehi
zdravljenja pri bolnikih z imunskimi pomanj-
kljivostmi, Leberjevo dedno amavrozo, talasemi-
jo in adrenolevkodistrofijo. Pred kratkim je bilo
v Evropi odobreno tudi prvo zdravilo za gensko
zdravljenje, in sicer za zdravljenje redke genetske
bolezni pomanjkanja lipoprotein lipaze. Kaze, da
bo gensko zdravljenje kljub zastojem v go. letih
prejs$njega stoletja ponovno prislo v ospredje na-
prednega zdravljenja.

Abstract

Gene therapy is the treatment of genetic disor-
ders by introducing genetic material into cells.
For this purpose, viral vectors and non-viral
methods for introducing genes into cells are
used, the later being in general less effective. Af-
ter the enthusiastic beginings in 1990, gene ther-
apy came to a standstill due to side effects of ad-
enoviral vectors during gene therapy and when
several patients developed leukemia. Nowadays,
many studies are testing clinical efficacy of gene
therapy to cure cancer, monogenetic disorders
and cardiovascular deseases. In last few years we
witnessed successful treatments of some patients
with severe immune deficiency, Leber’s congeni-
tal amaurosis, thalassaemia and adrenoleuko-
dystrophy. Recently, approval of the first gene
therapy by European authorities was reported. It
seems that gene therapy, regardless of the rela-
tive delay in the 90, is coming into forefront of
advanced therapies.

Uvod

S pojmom »gene therapy, humans, 5 ye-
ars« smo nasli v podatkovni bazi PubMed-
-NCBI dne 14. 11. 2013 kar 60.085 objavljenih
&ankov. Stevilo objav vsako leto raste. O¢i-
tno postaja genska terapija vse bolj zanimiva
tema medicinske in druge strokovne javno-
sti. Namen clanka je predstaviti trenutno
stanje na tem podrocju na podlagi analize
uspesnosti genskega zdravljenja iz obstojece
znanstvene literature.

Genska terapija je vrsta naprednega
zdravljenja, pri kateri z razlicnimi tehnika-

mi genske manipulacije (GM) umestimo
genetski material, ki je v obliki nukleinskih
kislin DNA ali RNA, v celice osebe, ki ima
dolocene gene okvarjene.* Ce zdravi gen
prenesemo v spolne celice, se dedna spre-
memba prenasa na potomce, kadar pa ga
prenesemo v somatske celice, se sprememba
ne deduje. Obstaja ve¢ nacinov sprememb
okvarjenega gena. Primera sta naklju¢na ali
ciljana vstavitev zdravega gena v genom bol-
nika. Tar¢ne gene lahko z gensko manipula-
cijo vklju¢imo, izklju¢imo ali utiamo.
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Postopek GM lahko poteka in vivo ali in
vitro. Pri genski terapiji in vivo vnesejo DNA
neposredno v celice tar¢nega tkiva. Tar¢ne
celice morajo biti dostopne za infuzijo viru-
sa, vektor pa mora specificno okuziti celice,
se integrirati v genom in izrazati terapevtski
gen v tar¢nih celicah v ucinkoviti koli¢ini
in daljsi ¢as. Ponavadi to poteka z virusnim
vektorjem.

Pri genski terapiji ex vivo bolniku najprej
odvzamejo doloceno koli¢ino celic, jih na-
mnozijo v celi¢nih kulturah, terapevtski gen
prenesejo v te celice in potem celice v tar¢no
tkivo. Spremenjene celice nato sintetizira-
jo in spro$cajo zazelene proteine v lokalno
okolje.*

Metode genske terapije

Obstaja ve¢ metod, s katerimi skusamo z
vnosom genetskega materiala v celice zdra-
viti dedne ali pa pridobljene bolezni (Tabe-
la1).

Insercijska genska terapija se najvec
uporablja pri dednih boleznih, pri kate-
rih v genom osebe, ki ima dolocene gene
okvarjene,vklju¢imo normalen gen, ki bo
nadomestil nefunkcionalni oziroma okvar-
jen gen. Za uspesno gensko terapijo je po-
trebna ucinkovita vstavitev terapevtskega
gena na ustrezno tar¢no mesto v kromoso-
mu, ne da bi pri tem povzrodili poskodbo
celice, onkogeno mutacijo ali imunsko re-
akcijo.!

Pri genski kemoterapiji v blizino tumorja
dostavimo gen z zapisom za encim, ki pre-
tvori predzdravilo v aktivno zdravilo. Gen-
ski produkt v tumorju pretvarja predzdra-
vilo v zdravilo, ki unicuje tumorske celice,
visoki odmerki zdravila nastajajo samo v
tumorju, kar pomeni manj stranskih ucin-
kov za druga tkiva. Primer je prenos gena za
herpes simpleks timidin kinazo, ki katalizira
pretvorbo predzdravila ganciklovir v aktiv-
no obliko, kar povzroci smrt tumorskih ce-
lic.?

Pri genski imunoterapiji vnasajo zapise
za proteine patogenov, alergenov, tumorjev
ali normalne cloveske proteine za namen
profilakse ali zdravljenja infekcijskih bole-
zni, alergij, raka in avtoimunskih bolezni.
Znacilnost tumorja je, da proizvaja moleku-

Zdrav Vestn | Novosti pri zdravljenju z gensko terapijo

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

le, ki zavrejo imunski sistem ali pa zmanj-
$a izrazanje svojih antigenov ali antigen
predstavitvenih molekul. Eden od nadinov
tumorske imunoterapije je prenos genov za
imunostimulatorne citokine, ki zavirajo tu-
morsko rast, v tumorske celice.

Antiangiogena genska terapija je prav
tako zanimiva na podrocju zdravljenja raka.
Za rast tumorja je potrebna tvorba novih zil.
Prenos genov za produkte, ki zavirajo tvor-
bo novih zil, v tumor, lahko vodi v razpad
tumorja. Med drugim se raziskuje prenos
gena za endostatin in interlevkin 12.”

Nacini vnosa genov v celice

Zdrave gene lahko vnesemo v tar¢ne
celice na ve¢ nadinov, in sicer z virusnimi
vektorji (ti so lahko retrovirusi, adenoviru-
si, adenovirusom podobni vektorji, virusi
herpesa, lentivirusi, poxvirusi, virusi Epste-
in-Barr) in nevirusnimi metodami vnosa
genov (z mehansko, elektri¢no, ultrazvoc¢no,
hidrodinamsko ali lasersko energijo, z lipo-
somi ali kationskimi polimeri ter s plazmi-
di).

Prenos tuje DNA v celice evkariontskega
prejemnika imenujemo transfekcija. Tran-
sdukcija pa je prenos gena iz ene v drugo
bakterijo z bakteriofagom, ki je vrsta virusa.'

Virusne metode

Kadar za gensko terapijo uporabijo viru-
sne vektorje, virusni genom najprej spreme-
nijo z delecijo nekaterih predelov, da posta-
ne nenevaren. Za prenos genskega materiala
lahko uporabimo razli¢ne viruse. Najveckrat
uporabljajo retrovirusne vektorje. Zmozni
so predreti jedrne membrane celic, ki se de-
lijo in se integrirati samo v genom delecih se
celic. Omejitve pri njihovi uporabi so nizka
ucinkovitost transfekcije in vivo, imunoge-
nost in tveganje za aktiviranje onkogenov ali
inaktivacijo tumorskih supresorskih genov.
Naslednja skupina so adenovirusi, ki so zelo
infektivni in jih uporabljajo za prenos ge-
nov v delece in nedelece se celice za $iroko
paleto tkiv. Adenovirusom podobni virusi
(adeno-associated viruses) imajo podobne
lastnosti kot adenovirusi, a so zaradi manj-
$e replikacije in patogenosti varnejsi. Virusi
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skupine herpes imajo nevrotropne lastnosti
in jih uporabljajo za vnos genov v zZiv¢ne ce-
lice, rakave celice in tumorje. Lentivirusi so
podvrsta retrovirusov, ki so zelo uporabni,
ker uc¢inkovito inficirajo delece in nedelece
se celice, dalj ¢asa izrazajo transgen, imajo
nizko imunogenost in lahko nosijo velike
transgene. Za poxviruse je znacilna visoka
ekspresija transgenov, uporabljajo jih pred-
vsem pri terapiji raka. Viruse Epstein-Barr
uporabljajo za izrazanje velikih fragmentov
DNA, v tar¢nih celicah pa ta virus za vedno
ostane v latentnem stanju.

Slabosti virusnih metod so $e vedno
precej$nja imunogenost, ki lahko povzroci
vnetni odziv, tvorba toksinov, potencialna
insercijska mutageneza in omejitve ucinko-
vitosti zaradi malega Stevila celic, v katere na
ta na¢in uspemo vnesti transgen.®

Nevirusne metode vhosa genov

Poleg prenosa z naravnimi vektorji — vi-
rusi — lahko dednino v celice vnesemo tudi
s fizikalnimi in kemi¢nimi metodami ter s
plazmidi.

S fizikalnimi metodami naredimo z me-
hansko, elektri¢no, ultrazvo¢no, hidrodi-
namsko ali lasersko energijo prehodne pore
v celi¢ni membrani. S tem omogoc¢imo vstop
DNA v tar¢ne celice.

Kemic¢ni pristop za vnos genetskega ma-
teriala je uporaba negativno nabitih nukle-
inskih kislin, povezanih s polikationskimi
nanomernimi del¢ki, ki so lahko kationski
liposomi ali kationski polimeri. Ti komple-
ksi ponavadi vstopijo v celico z endocitozo.
Njihova prednost je nizka toksi¢nost in an-

Tabela 1: Nadini genske terapije (ref. 1, 5, 6, 7).

tigenost, dolgotrajno izrazanje, manjse tve-
ganje za nastanek insercijske onkogeneze,
njihova slabost pa je $e vedno slaba ucinko-
vitost tak$nega sistema.®

Med nevirusne metode prenosa genov
v celice pa spada tudi vbrizganje plazmi-
dne DNA. Plazmidi so naravno prisotni v
bakterijah. Pri njih omogocajo horizontalni
prenos genov. Sestavljeni so iz gole DNA in
nimajo genov za prenos genetskega materia-
la v novega gostitelja. Za prenos je potrebna
mehanska energija ali pa pomo¢ gostitelja.!
Metoda vbrizgavanja plazmidne DNA je
sama po sebi slabo ucinkovita, zato jo izbolj-
$ajo s fizikalnimi metodami, kot je elektro-
poracija. Pri elektroporaciji z elektri¢nimi
pulzi povecajo prehodnost membran in na
tak nacin lahko vnesejo plazmide v celice
razli¢nih tkiv, kot so skeletna misica, koza in
jetra.>'®

Zacetki genske terapije

Z gensko terapijo pri ¢loveku so zaceli v
90. letih prej$njega stoletja z velikimi prica-
kovanji. Prvi prenos tujega gena pri ¢loveku
je leta 1989 izvedel Rosenberg s sodelavci, ki
je s pomocjo retrovirusnega vektorja vnesel
gen z odpornostjo za neomicin v limfocite,
ki so infiltrirali tumor pri bolnikih z mela-
nomom, nato pa te limfocite vbrizgal v bol-
nike. Gen z odpornostjo za neomicin je bil
gen oznacevalec. Ko je dokazal prisotnost
in izraZzanje gena v limfocitih bolnikov brez
stranskih ucinkov, je s tem prikazal varnost
uporabe retrovirusnega prenosa gena kot
primerno metodo za vstavljanje novih ge-
nov pri ¢loveku.'!

Nadomestitev okvarjenega gena Prenos gena za adenin deaminazo v krvotvorne mati¢ne celice
kostnega mozga pri dedni bolezni imunske pomanijkljivosti
pomanjkanja adenin deaminaze.

Genska kemoterapija

Prenos gena za encim, ki spremeni predzdravilo v aktivno obliko

zdravila (herpes simpleks virus timidin kinaza in predzdravilo

ganciklovir).

Genska imunoterapija

Prenos genov za imunostimulatorne citokine (IL-2, IFN-gama) v

tumorske celice, da bi okrepili imunski odziv.

Antiangiogena genska terapija Prenos genov za produkte, ki zavirajo tvorbo novih Zil v tumorju
(IL-12, endostatin).
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Prvi odobreni primer genske terapije je
bil leta 1990 pri dveh deklicah s hudo imun-
sko pomanjkljivostjo zaradi pomanjkanja
encima adenin deaminaze. Za vektor so
uporabili retrovirus in prenesli gen za ade-
nin deaminazo v celice T. U¢inek je bil na
zalost le kratkotrajen.'?

Leta 1992 so v Italiji opisali prvo zdravlje-
nje z gensko spremenjenimi mati¢nimi celi-
cami. S pomocjo retrovirusa so prenesli gen
za adenin deaminazo v periferne limfocite
in krvotvorne mati¢ne celice dveh bolnikov
s hudo kombinirano imunsko pomanjklji-
vostjo. Dosegli so izbolj$anje imunske funk-
cije, $e naprej pa je bilo potrebno nadome-
stno encimsko zdravljenje.'?

Leta 1999 je bil 18-letni fant Jesse Gel-
singer, ki so ga zdravili zaradi pomanjkanja
ornitin transkarbamilaze, delezen genske
terapije, pri kateri so mu z adenovirusnim
vektorjem vnesli zdrav gen ornitin transkar-
bamilaze. Fant je umrl zaradi hude vnetne
reakcije na adenovirusni vektor."?

Leta 2000 je nastalo tudi porocilo o uspe-
$nem zdravljenju desetih otrok s hudo kom-
binirano imunsko pomanjkljivostjo, vezano
na kromosom X, vendar sta leta 2002 dva od
njih razvila levkemiji podobno stanje, kar je
bilo povezano z integracijo retrovirusnega
vektorja blizu protoonkogenskega promo-
torja. Ti primeri so za nekaj ¢asa povzrocili
upad klini¢nih raziskav s podrocja genske
terapije.'>"?

Klini¢ne raziskave v
genski terapiji danes

Po podatkih Clinicaltrials.gov v svetu 14.
novembra 2013 poteka ali pa je ze koncanih
preko 2940 klini¢nih $tudij s podrocja gen-
ske terapije, med katerimi se skrivajo tudi
genetske epidemioloske in diagnosti¢ne $tu-
dije.

V letu 2012 so klini¢ne raziskave na po-
dro¢ju genske terapije potekale na 5 celinah,
najve¢ raziskav v Ameriki (65 %) in v Evro-
pi (28 %). V Evropi najvec raziskav poteka v
Angliji (11 %), nato ji sledijo Nemcija, Fran-
cija, Svica in Nizozemska. Najbolj upora-
bljeni virusni vektorji so adenovirusi (23 %
raziskav), med pogostejsimi so $e retroviru-
si, virus vakcinije, poxvirus, adenovirusom
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podobni virusi, virusi herpes simplex in
lentivirus. Najve¢ raziskav je bilo Se v fazi 1
preizku$anja.'*

Najve¢ raziskav poteka na podrocju
zdravljenja raka (64 %), nato na podrocjih
dednih monogenskih (8,7%) in kardiova-
skularnih bolezni (8,4 %). Do sedaj so imeli
najvec uspeha prav na podrocju zdravljenja
monogenskih bolezni. Na tem podrocju
poteka najve¢ raziskav na podrocju cistic-
ne fibroze in sindromov hude kombinirane
imunske pomanjkljivosti.'®

V nadaljevanju bomo opisali le najbolj
razdirjene vrste genskega zdravljenja, ki da-
nes Ze potekajo (glej tudi Tabeli 2 in 3).

Napredek genske terapije pri
zdravljenju dednih bolezni

Do danes je znanih vec¢ kot 170 genov,
ki lahko povzrocijo primarno imunsko po-
manjkljivost.'® Nekatere od teh bolezni lah-
ko zdravijo z gensko terapijo.

Pomanjkanje  adenozin = deamina-
ze (ADA) je avtosomna recesivha oblika
hude kombinirane imunske pomanjkljivo-
sti (SCID). Adenozin deaminaza je encim,
ki je potreben za metabolizem purina in je
nujen za razvoj, prezivetje in funkcijo lim-
focitov.'” Za prizadete otroke so znadcilni
zastoj v razvoju, motnje imunskega odziva
in ponavljajo¢e okuzbe. Toksi¢ne koncen-
tracije purinskih metabolitov lahko povzro-
¢ijo jetrne, skeletne, nevroloske, vedenjske
spremembe in senzorinevralno naglu$nost.
Aiuti s sodelavci je v letu 2009 porocal o var-
nem in uspesnem zdravljenju teh bolnikov.
Desetim bolnikom, starim 0,6 do 5,6 let, so
po nemieloablativnem kondicioniranju z
busulfanom vbrizgali avtologne CD34+ kr-
votvorne mati¢ne celice iz kostnega mozga,
ki so bile transficirane z vektorjem , ki je vse-
boval adenin deaminazo. Pri devetih otrocih
je prislo do ponovne vzpostavitve imunske
funkcije in zadcite pred hudo okuzbo.'® Do
zdaj so z gensko terapijo in krvotvornimi
mati¢nimi celicami v razlicnih klini¢nih
$tudijah po svetu ucinkovito zdravili ve¢
kot 30 oseb s to boleznijo, najve¢ v Milanu.
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Pri vecini je prislo do ponovne vzpostavitve
imunske funkcije, podporno zdravljenje z
nadome$¢anjem encima vec¢inoma ni bilo
potrebno, do stranskih uéinkov povezanih z
mutagenezo pa ni prislo.'>"’

Nekoliko drugace je pri zdravljenju na
kromosom X-vezane hude kombinirane
imunske pomanjkljivosti, ki jo povzrocijo
mutacije v genu za gama podenoto recep-
torja za interlevkin 2 (IL-2), ki kodira gama
verigo citokinskih receptorjev za interlevki-
ne 2,4,7,9,15 in 21. Posledica teh mutacij je
odsotnost celic T in naravnih celic ubijalk,
celice B pa so nefunkcionalne.*® Te bolni-
ke obic¢ajno zdravijo s presaditvijo skladnih
alogenskih krvotvornih mati¢nih celic. V
Franciji so v letih 1999-2002 zdravili devet
bolnikov, ki niso imeli HLA-identi¢nega
dajalca, s prenosom genov za gama-verige
v avtologne CD34+ celice kostnega mozga s
pomocjo retrovirusa. Po 10 letih so opazo-
vali, da je genska terapija pri vecini popra-
vila imunsko pomanjkljivost, vendar pa se
je zaradi insercijske mutageneze pri 4 od 9
bolnikov razvila akutna levkemija, eden je
zaradi tega umrl. Vecina otrok, tudi trije, ki
so preziveli levkemijo, so lahko Ziveli nor-
malno v nezas¢itenem okolju in se borili z

mikroorganizmi brez $kodljivih posledic.?!
Poleg teh 9 bolnikov je bil na podoben na-
¢in zdravljen Se en bolnik v Avstraliji in 10
bolnikov v Angliji. Eden od bolnikov iz An-
glije je razvil T-celi¢no levkemijo, vendar pa
so pri njem uspes$no dosegli remisijo. Danes
poteka multinacionalna $tudija v Ameriki,
Franciji in Angliji, ki uporablja varnejsi vek-
tor in je zaenkrat zelo uspe$na.'>*?

Wiskott-Aldrich sindrom (WAS) je Se
ena na kromosom X vezana imunska po-
manjkljivost, ki nastane zaradi pomanjkanja
proteina WAS. Ta je pomemben pri premi-
kanju in pritrjevanju krvotvornih mati¢nih
celic. Za bolezen so znacilni mikrotrombo-
citopenija, imunska pomanjkljivost, ekcem
in nagnjenost k avtoimunskim boleznim
in limfomu. V Nemdiji so s pomoéjo ga-
maretrovirusnega vektorja prenesli gen za
protein WAS v krvotvorne mati¢ne celice
kostnega mozga in periferne krvi in jih nato
presadili 10 bolnikom. Pri devetih od dese-
tih bolnikov je prislo do klini¢nega izboljsa-
nja, vendar pa so §tirje zboleli zaradi akutne
levkemije.****

Tabela 2: NajpogostejSe bolezni, pri katerih potekajo raziskave genskega zdravljenja (15, 47).

Bolezni primarne

Pomanjkanje adenozin deaminaze, na kromosom X vezana huda

imunske pomanjkljivosti  kombinirana imunska pomanjkLjivost, Wiskott-Aldrichov sindrom,
kroni¢na granulomatozna bolezen.

Rak Ne-drobnoceli¢ni karcinom plju¢, levkemija, limfom, rak prostate, rak
jeter, sarkom, nevroblastom, maligni gliom, tumorji glave in vratu, rak
trebusne slinavke, mezoteliom, rak dojke, maligni melanom, rak jajénika,
karcinom koze, multipli mielom, rak debelega ¢revesa in rektuma.

Bolezni srca in oZilja

Bolezen koronarnih zil, kongestivno sréno popuscanije, angina pektoris.

Bolezni krvi Hemofilija A in B, talasemija beta, anemija srpastih celic, Fanconijeva

anemija.

Bolezni zivénega sistema

Bolezni oi
Bolezni shranjevanja
Bolezni miSic

Infekcijske bolezni

Drugo

Levkodistrofija, Parkinsonova bolezen, Battenova bolezen, Alzheimerjeva
bolezen.

Leberjeva kongenitalna amavroza, horoideremija, degeneracija makule.
Tay-Sachsova bolezen, Pompejeva bolezen.
MiSicne distrofije.

Okuzba z virusom €loveske imunske pomanjkljivosti (HIV),
citomegalovirusom, adenovirusom, virusom Epstein-Barr, hepatitisom B
in C.

Bulozna epidermoliza, artritis, sladkorna bolezen tipa 1, cisti¢na fibroza,
druzinska hiperholesterolemija, pomanjkanje encima lipoprotein lipaze.
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Leberjeva kongenitalna amavroza je de-
dna bolezen, ki povzroci znacilno distrofijo
mreZnice in zgodnjo izgubo vida. Navadno
se deduje avtosomno recesivno, do mutacij
pa prihaja v 15 razlicnih genih. V 10 % se
nahaja mutacija v genu za specifi¢ni protein
mrezni¢nega pigmentnega epitela RPE 65.
Leta 2010 so znanstveniki iz Italije porocali
o izboljsanju vida pri 3 osebah s to boleznijo,
ki je vztrajalo $e 1,5 leta po vnosu pod mre-
znico adenovirusom podobnih vektorjev, ki
so nosili gen RPE 65. Zakljucili so, da je tako
zdravljenje varno in u¢inkovito.*®

Na kromosom X vezana adrenolevkodi-
strofija je huda smrtna genetska demielini-
zirajoca bolezen, ki nastane zaradi pomanj-
kanja transportnega proteina, ki je zapisan
na genu ABCD1. Presaditev alogenskih kr-
votvornih mati¢nih celic lahko ustavi na-
predovanje demielinizirajoc¢ih lezij v mo-
zganih, e jo opravijo v zgodnjem obdobju
bolezni. Pri genski terapiji z lentivirusnim
vektorjem »popravijo« bolnikove lastne
krvotvorne mati¢ne celice. Na tak nacin je
skupina iz Pariza zdravila dva bolnika, pri
katerih se je ze razvila progresivna demie-
linizacija mozganov in nista imela ustreznih
darovalcev. Avtologne KMC so pridobili iz
periferne krvi, jih ex vivo »popravili« z len-
tivirusnim vektorjem in ponovno vbrizgali
bolnikoma po mieloablativnem kondicioni-
ranju. Demielinizacija se je po 14 oziroma 16
mesecih ustavila in v 3 letih spremljanja ni
ve¢ napredovala.”®

Talasemija beta je monogenska krvna
bolezen, do katere pride zaradi zmanjsane
ali odsotne tvorbe beta verig hemoglobi-
na. Zaradi hude anemije so potrebne redne
transfuzije krvi, zaradi veljega tveganja
za virusne okuzbe in kopicenja Zzeleza pa
lahko pride tudi do sekundarne hemokro-
matoze in odpovedi organov. Edini nacin
ozdravljenja je bil do nedavnega presaditev
alogenskih krvotvornih mati¢nih celic zdra-
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vega dajalca. Iz Pariza porocajo o uspe$ni
presaditvi avtolognih gensko spremenjenih
krvotvornih mati¢nih celic 18-letnemu bol-
niku s hudo obliko talasemije beta. Vanje so
pred tem z lentivirusnim vektorjem prenesli
zdrav gen za beta globin. Sedaj je minilo ze
vec kot 5 let od prenosa gena in fant, ki je od
tretjega leta starosti potreboval redne trans-

fuzije krvi, le-teh ne potrebuje ve¢.?”>>>*°

Lipoprotein lipaza je klju¢ni encim pri
razgradnji lipoproteinov, bogatih s trigliceri-
di, ki nastanejo po jedi. Ob pomanjkanju ali
okvari tega encima se ti lipoproteini kopicijo
v plazmi, kar privede do hude hipertriglice-
ridemije. Pomanjkanje lipoprotein lipaze je
redka avtosomno recesivna bolezen, ki se
pogosto pokaze ze v otrostvu s hudimi bo-
le¢inami v trebuhu, ponavljajo¢imi se vnetji
trebusne slinavke in hiranjem. V Amsterda-
mu so z adenovirusom podobnim vektor-
jem vnesli kopije funkcionalnega gena za
lipoprotein lipazo v misi¢ne celice bolnikov
in dokazali manjSo incidenco vnetij trebu-
$ne slinavke in znake klini¢nega izboljsanja
do dve leti po posegu.’® 2. novembra 2012 je
Evropska agencija za zdravila uradno odo-
brila gensko terapijo za zdravljenje pomanj-
kanja lipoprotein lipaze, imenovano »Glybe-
ra«, kar je prva odobrena genska terapija.*!

Bolezen nastane zaradi mutacij v genu
za protein CFTR (angl. cystic fibrosis tran-
smembrane conductance regulator protein),
ki je kloridni kanal v epitelnih celicah. Po-
sledica pa je moten ocistek in obstrukcija z
viskoznim izlo¢kom v zlezah dihal, prebavil
in rodil. Zivljenjska doba teh bolnikov je e
vedno mocno skrajsana, zato je bilo vse od
odkritja gena za cisti¢no fibrozo v letu 1989
mnogo raziskav posvecenih genski terapiji,
ki bi ozdravila bolezen. Pri vecini $tudij sta
bila tar¢ni organ za vnos gena nos ali plju-
¢a. Vendar pa se je izkazalo, da imajo pljuca
moc¢ne obrambne mehanizme, ki zelo ote-
zujejo ucinkovit prenos gena. Ze normalna
plast sluzi, ki obdaja zdrav respiratorni epi-
tel, zavira prenos genov. Pri bolnikih pa je
ta sluz $e obilnejsa in bolj viskozna. Poleg
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fizi¢nih ovir je velika ovira imunski odgovor
plju¢, ovira so tudi nevtralizirajo¢a protite-
lesa proti virusnim proteinom, ki so se raz-
vila med prej$njo infekcijo kot tudi celi¢ni
in humoralni odgovor po administraciji
virusnega vektorja. Do danes so ugotovili,
da je virusni prenos gena bolj uc¢inkovit kot

nevirusni, a vecina virusnih vektorjev pov-
zroc¢i spremljajoci imunski odgovor, ki moti
izrazanje gena ob ponovnem dajanju. Zato
niso primerni za bolezen, ki zahteva dozi-
vljenjsko izrazanje proteina. Ve¢ upov pola-
gajo v lentiviruse, za katere so dokazali, da
uc¢inkovito prenesejo gen v plju¢no tkivo.

Tabela 3: Nekatere uspesnejSe klini¢ne Studije genskega zdravljenja pri ¢loveku.

Pomanjkanje Retrovirusni vektor z 10 Infuzija avtolognih Povrnitev imunske funkcijein 18
adenozin deaminaze  genom za adenozin KMC, ki so bile zaS¢ita pred hudo okuzbo pri
deaminazo transducirane z 9/10 bolnikov
vektorjem
Na kromosom Retrovirusni vektor,genza 9 Infuzija avtolognih 8 otrok je lahko Zivelo 19
X vezana huda skupno gama verigo KMC, ki so bile normalno v nezascitenem
kombinirana transducirane z okolju, 4 otroci so zboleli za
imunska vektorjem akutno levkemijo, od teh je
pomanijkljivost eden umrl
Wiskott-Aldrich Retrovirusni vektor,genza 10 Infuzija Pri 9 bolnikih klini¢no 23,
sindrom protein WAS transduciranin KMC  izboljSanje, 4 dobili levkemijo 24
Leberjeva Adenovirusom podobni 3 Subretinalna Pri vseh 3 bolnikih subjektivno 25
kongenitalna virus z genom za protein administracija in objektivno izboljSanje vida
amavroza mrezni¢nega pigmentnega vektorja 1,5 leta po posegu
epitela RPE 65
Na kromosom Lentivirusni vektor, gen 2 Infuzija Zaustavitev demielinizacije 26
X vezana ABCD1 »popravljenih« mozganov pri obeh bolnikih
adrenolevkodistrofija avtolognih KMC
Talasemija beta Lentivirusni vektor zgenom 1 Transplantacija Pri bolniku niso bile ve¢ 27,
za globin beta genetsko potrebne transfuzije krvi 28
spremenjenih
avtolognih
krvotvornih
maticnih celic
Pomanjkanje Adenovirusu podoben 27 Vbrizganje vektorja  Pri vecini bolnikov znizana 30
lipoprotein lipaze virus, gen za lipoprotein v misico bolnika srednja plazemska
lipazo koncentracija trigliceridov na
teSce
Hemofilija B Adenovirusu podoben 6 Infuzija vektorja Po 6-16 mesecih Stirje niso 36
virus, gen za ¢loveski faktor v periferno veno potrebovali profilakse,
strjevanja IX bolnikov pri dveh pa je bil ¢as med
nadomescanjem faktorja
strjevanja daljsi
Refraktorna kroni¢na  Lentivirusni vektor, ki 1 Infuzija avtolognih Remisija Se 10 mesecev po 38
limfocitna levkemija  izraza himerni receptor za celicTs zdravljenju
antigen celic B, CD 19 spremenjenim
himernim
receptorjem za
antigen
Metatstatski Retrovirusni vektor z 17 Infuzija avtolognih Kliniéni odgovor pri 4/6 39
melanom, genom za receptor celic T celic T, ki so izrazale  bolnikov s sarkomom in 5/11

metatstatski sarkom
sinovijskih celic
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za antigen NY ESO-1, ki ga
izraZajo celice tumorja

receptorje celic T
usmerjene proti NY
ESO-1

bolnikov z melanomom
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Potrebne pa bodo se dolocene raziskave, da
bi ugotovili, ali bo genska terapija lahko dol-
goro¢no klini¢no izboljsala bolezen pljuc pri
cisti¢ni fibrozi.*»*

Hemofilija je dedna, na kromosom X
vezana recesivna bolezen, ki jo povzroci po-
manjkanje ali odsotnost faktorjev strjevanja
VIII (hemofilija A) oziroma IX (hemofilija
B). Glede na aktivnost faktorjev strjevanja
se bolezen lahko izrazi kot tezka, srednja ali
lahka stopnja. Za tezko hemofilijo so zna-
¢ilne spontane krvavitve v sklepe, miSice,
prebavila, secila in centralni ziv¢ni sistem,
kar je povezano z visoko obolevnostjo in
smrtnostjo. Bolezen zdravijo z nadomesca-
njem faktorjev strjevanja, vendar pa neka-
teri bolniki razvijejo inhibitorje proti tem
faktorjem.** Mnogi bolniki prejemajo profi-
lakticno nadomestno zdravljenje s koagula-
cijskimi faktorji za preprecevanje krvavitev.
V zadnjem desetletju so naredili velik napre-
dek pri iskanju protokola, ki bi z gensko te-
rapijo ozdravil bolnike s hemofilijo. Najvecja
ovira, ki jo je potrebno preseci, je imunski
odgovor na transgen in vektor.’> Nathwani
in sodelavci so leta 2011 $estim bolnikom s
tezko hemofilijo B vbrizgali adenovirusom
podoben virus s transgenom ¢loveskega fak-
torja IX. Dosegli so, da §tirje bolniki po 6-16
mesecih niso potrebovali profilakti¢nega
zdravljenja, pri dveh pa se je podaljsal cas
med dvema odmerkoma pri profilakticnem
nadomestnem zdravljenju s faktorjem IX.
Pri dveh bolnikih je prislo do poviSanja je-
trnih encimov, ki pa je izzvenelo po jemanju
kortikosteroidov.>® Eden od vzrokov, da je
zdravljenje hemofilije A z gensko terapijo Se
vedno v zacetnih fazah raziskovanja, je tudi
izjemna velikost gena za faktor VIII, ki meri
ve¢ kot 180.000 baznih parov.>**

Zdravljenjerakaz
gensko terapijo

Za zdravljenje raka uporabljajo vstavlja-
nje tumorskih zaviralnih genov, imunotera-
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pijo, virusno posredovano onkolizo in tera-
pijo s predzdravilom. Tumorje zaviralni geni
nadzorujejo delitev celice, njihove mutacije
pa najdemo pri rakavih boleznih. Tumorje
zaviralni gen za ps53 je mutiran v 40 % raka-
vih bolezni in eden od nacinov zdravljenja
raka je vstavitev gena za izrazanje ¢loveske-
ga p53 s pomocjo adenovirusnega vektorja
in tako nadomestitev njegove funkcije v ce-
licah z mutiranim genom. Od tumorje zavi-
ralnih genov uporabljajo tudi gene BRCA-1,
Fus-1in endostatin.

Rakave celice se lahko na razli¢ne nacine
izogibajo imunskemu sistemu bolnika, zato
z imunoterapijo poskusajo okrepiti celi¢ni
in humoralni odgovor na tumorske antige-
ne pri bolnikih s tumorjem. Za ta namen
lahko gen za imunostimulacijsko molekulo
vnesejo v tumorske celice. Tumorske celice
nato izrazajo imunostimulacijske molekule
in spodbudijo aktivnost limfocitov T in na-
ravnih celic ubijalk. Imunski sistem bolnika
ojacajo lahko tudi tako, da genetsko spreme-
nijo antigen predstavitvene celice, tako da
izrazajo tumorski antigen in predstavijo tu-
morski antigen imunskemu sistemu bolni-
ka. Se en nacin spodbuditve imunskega sis-
tema bolnika je z DNA cepivom, s katerim v
bolnika neposredno vnesejo gen z zapisom
za tumorski antigen.

Pri virusno posredovani onkolizi upora-
bljajo viruse, ki imajo naravno ali umetno
vgrajeno sposobnost tumorske selektivnosti,
zaradi Cesar specifi¢no okuzijo celice tumor-
ja, se v njih delijo in jih unicijo.

Pri terapiji s predzdravilom pa prenesejo
gene, ki kodirajo encime za pretvorbo pred-
zdravila v citotoksi¢no zdravilo, kar se zgodi
samo v tumorju in okolici tumorja. Tako so
bolnikom z rakom prostate v prostato vbri-
zgali adenovirusni vektor s timidinsko kina-
z0, ki aktivira ganciklovir. Bolnikom so nato
v zilo vbrizgali ganciklovir, po ¢emer je pri-
$lo do znizanja prostaticnega specificnega
antigena v serumu.'>*’

Genetska obdelava avtolognih celic T,
po kateri na svoji povrsini izrazajo protite-
lesa, ki so specificna za novi antigen, npr.
antigene rakave celice, je eden od nacinov
zdravljenja raka. Pri neoplazmah celic B so
uporabili kot antigen, specificen za tumor,
protein CD1g, ki ga izrazajo normalne in
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maligne celice B in tudi prekurzorji celic
B. Znanstveniki so porocali o remisiji pri
bolnikih z malignomi celic B po zdravlje-
nju s spremenjenimi celicami T. Bolniku s
kroni¢no limfocitno levkemijo so s pomo-
¢jo lentivirusnega vektorja avtologne celice
T genetsko spremenili, tako da so na svoji
povrsini izrazale receptorje, ki so bili usmer-
jeni proti antigenu CD19. Dosegli so razpad
tumorskih celic in popolno remisijo $e vsaj
10 mesecev po zdravljenju.?***

Z gensko terapijo pa so bili uspesni tudi
pri zdravljenju metastatskega melanoma in
sarkoma sinovijskih celic. V klini¢ni Studiji
so uporabili antigen NY ESO-1, ki je izrazen
pri 80 % bolnikov s sarkomom sinovijskih
celic in 25 % bolnikov z melanomom. Bol-
nikom z metatstatskim melanomom in sar-
komom sinovijskih celic, katerih tumorji so
izrazali NY ESO-1, so vbrizgali avtologne ce-
lice T, ki so bile genetsko spremenjene tako,
da so izrazale receptorje celic T, usmerjene
proti NY ESO-1. Uporabili so retrovirusni
vektor, ki je kodiral receptor celic T za ome-
njeni antigen. Klini¢ni odgovor so dosegli
pri $tirih od Sestih bolnikov s sarkomom
in pri petih od enajstih bolnikov z melano-
mom. Pri dveh bolnikih z melanomom je
prislo do popolne regresije, ki je vztrajala se
po enem letu opazovanja.*

Zdravljenje boleznisrcain
ozilja z gensko terapijo

Na podrodju bolezni srca in ozilja najde-
mo klini¢ne $tudije, ki so posvecene anemiji
kroni¢ne ledvi¢ne bolezni, angini pektoris,
stenozi koronarnih arterij, kriti¢ni ishemi-
ji uda, intermitentnim klavdikacijam, sréni
odpovedi, miokardni ishemiji, bolezni peri-
fernega zilja, plju¢ni hipertenziji in venskim
razjedam. Vecina Studij je posvecena tera-
pevtski angiogenezi za povecanje toka krvi
v ishemi¢na podrogja.'®

Zdravljenje nekaterih drugih
bolezni z gensko terapijo
Po svetu potekajo ali pa so bile ze zaklju-

¢ene Studije moznega zdravljenja $tevilnih
drugih bolezni z gensko terapijo. Razisku-

jejo zdravljenje infekcijskih bolezni, kot so
HIV, okuzba s citomegalovirusom, tetanu-
som, adenovirusom, nevroloskih bolezni,
kot so amiotrofi¢na lateralna skleroza, mul-
tipla skleroza, nevroloski zapleti sladkorne
bolezni, miastenija gravis, Parkinsonova in
Alzheimerjeva bolezen. Nekaj $tudij je bilo
posvecenih zdravljenju nekaterih ocesnih
bolezni in zdravljenju osteoartritisa in ulce-
roznega kolitisa.'® (glej tudi Tabeli 2 in 3)

Napredek na podrocju
genske terapije v Sloveniji

Tudi v Sloveniji raziskovalci sledijo ra-
zvoju naprednega zdravljenja. Poteka kar
nekaj predklini¢nih raziskav, pokazali pa so
se tudi prvi uspehi na podrocju klini¢nega
preizkusanja genskega zdravljenja.

Ze leta 2001 so raziskovalci Onkoloskega
instituta v Ljubljani objavili, da so s pomo¢jo
plazmidnega vektorja prenesli gen za huma-
ni faktor tumorske nekroze alfa in ustvarili
genetsko spremenjene tumorske celice, ki so
prehodno izrazale biolosko aktiven produkt
gena. Ocenili so, da bi take celice lahko upo-
rabili kot tumorsko cepivo.*°

Uspe$no razvijajo nevirusne metode
vnosa genskega materiala v celice. Med dru-
gim so merili u¢inkovitost prenosa genov in
vivo in in vitro, in sicer injekcijo plazmide
DNA, asistirano z elektroporacijo, dostavo
kompleksov liposom-DNA, vektor, usmer-
jen na integrin in kombinacijo teh metod.
Uporabili so 4 razlicne modele tumorjev
(misji melanom, podganji karcinosarkom,
misji sarkom in ¢loveski karcinom mehur-
ja). Ocenili so, da so nekatere nevirusne
metode vnosa genov izvedljive in u¢inkovi-
te.*! Preizkusajo tudi elektrogensko terapi-
jo. Zaenkrat so na predklinicnem podrocju
zdravili kozne tumorje mastocitov pri psih
z injekcijo plazmidne DNA z genom za ¢lo-
veski interlevkin 12 v tumor, po ¢emer so lo-
kalno delovali z elektri¢nimi pulzi. Dosegli
so lokalno izrazanje transgena, sistemsko
spro$canje proteina in zmanjSanje tumor-
jev.*?

Nevirusna metoda prenosa genov je tudi
magnetofekcija, pri kateri z magnetnim po-
liem v celice prenasajo nukleinske kisline,
vezane na magnetne nanodelce. Raziskoval-
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na skupina Onkoloskega instituta v Ljublja-
ni je pripravila magnetne nanodelce z mo-
dificirano povrsino za imunogensko terapijo
misjega adenokarcinoma. Prenos plazmidne
DNA za imunostimulatorni citokin inter-
levkin IL-12 v tumor je imel pomemben
protitumorski ucinek, zato menijo, da ima
magnetofekcija visok potencial za klini¢ne
raziskave genske terapije raka s spodbuja-
njem imunskega odziva.*’

Raziskovalci iz Onkoloskega instituta
v Ljubljani so skupaj z onkoloskima cen-
troma iz Danske in Francije sodelovali pri
prvi $tudiji genskega elektricnega prenosa
plazmidne DNA antiangiogenega metargi-
din peptida (AMEP) v kozni melanom pri
ljudeh. AMEP je mocan zaviralec nastajanja
novih zil, rasti tumorja in nastanka meta-
staz. Plazmid so vbrizgali v tumor, nato pa
v tumor vstavili igelno elektrodo, ki je pro-
izvajala elektri¢ne pulze. Ugotovili so, da je
bil tak prenos plazmida antiangiogenega
metargidin peptida varen, brez resnih stran-
skih u¢inkov, kozne lezije, v katere so prene-
sli plazmidno DNA pa se niso povecevale v
opazovanem ¢asu.*

Zakljucki

V zadnjih letih je bilo na podrocju gen-
skega zdravljenja dednih genetskih bolezni
uspesno zdravljenih manjse $tevilo bolnikov
s hudimi genetskimi boleznimi, za kate-
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re ni bilo dostopno boljse zdravljenje. Zelo
uspesni so bili pri zdravljenju bolnikov s
primarno imunsko pomanjkljivostjo zaradi
pomanjkanja adenozin deaminaze, pomaga-
li pa so med drugim bolnikom z X1-SCID,
Leberjevo kongenitalno amavrozo, adreno-
levkodistrofijo in talasemijo beta. Pokazalo
se je, da je vnos gena v pljuca pri cisti¢ni fi-
brozi zelo tezaven. Velik napredek pricaku-
jemo po tem, ko je Evropska komisija pred
kratkim odobrila prvo gensko zdravljenje
pomanjkanja lipoprotein lipaze. Trenutno
poteka veliko $tevilo klini¢nih raziskav, zato
bomo verjetno v naslednjih letih pric¢a no-
vim metodam za zdravljenje genskih bolezni
z genskim zdravljenjem in dostopnosti gen-
skega zdravljenja ve¢jemu S$tevilu bolnikov
s hudimi genskimi okvarami, ki povzrocajo
veliko umrljivost in obolevnost. Zaenkrat so
stroski za zadostno izdelavo medicinskega
produkta pri naprednem zdravljenju in za
farmakoloske in toksikoloske raziskave se
zelo veliki.** Pri tem pa je pomembna tudi
varnost in uc¢inkovitost novih metod zdra-
vljenja. Bojijo se namre¢ horizontalnega
prenosa genov, s ¢imer bi bakterije v nasem
okolju postale odporne na antibiotike.*’
Prav zato Evropska agencija za ocenjevanje
medicinskih produktov ve¢inoma ne dovo-
ljuje uporabe genov z rezistenco za antibioti-
ke, ki se uporabljajo kot geni oznacevalci pri
vnosu plazmidne DNA pri nevirusni genski
terapiji.
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