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Czy powinniSmy sie obawiac terapii genowej?
Jozef Dulak

W terapii genowej lekiem jest kwas nukleinowy. Powszechnie ta forma le-
czenia kojarzy sie z wprowadzaniem do komérek prawidlowej postaci genu zmu-
towanego, jak to ma miejsce w przypadku jednogenowych choréb dziedzicznych.
Terapia genowa najczesciej polega jednak na podawaniu dodatkowych kopii ge-
now, ktére z réznych powodéw nie funkcjonuja prawidlowo. W ten sposéb
zwieksza sie ekspresje gendéw chroniacych np. przed rozwojem miazdzycy, albo
gendéw hamujacych podzialy komoérek nowotworowych. Terapia genowa to takze
wykorzystanie sekwencji kwasow nukleinowych nie kodujacych genéw, czyli np.
nukleotydéw antysensowych, krétkich sekwencji DNA wiazacych sie do docelo-
wej czasteczki mRNA i blokujacych jego translacje. Ostatnio olbrzymie zaintere-
sowanie wzbudza mozliwoé¢ wykorzystania mechanizmu interferencji RNA, czyli
odkrytego niecate dziesie¢ lat temu sposobu hamowania ekspresji genéw przez
krétkie, dwuniciowe fragmenty RNA.

Terapia komérkowa to w pewnym sensie takze terapia genowa. Zamiast
pojedynczych gendw majacych wywotaé pozadany efekt terapeutyczny, w terapii
komoérkowej podaje sie komorki macierzyste o znacznym potencjale réznicowania
w inne, pozadane typy komorek. W ten sposob, poprzez dzialanie wielu genéw
uzyskuje sie efekt leczniczy.

Terapia komoérkowa obecnie kojarzy sie przede wszystkim z zastosowa-
niem zarodkowych komorek macierzystych, ale pamieta¢ nalezy, ze terapie ko-
morkowa w medycynie stosuje sie od kilkudziesieciu lat. Przeszczepy szpiku
kostnego, zawierajacego liczne macierzyste komoérki hematopoetyczne sg przeciez
terapiag komorkowa. Podanie prawidlowych komoérek szpiku pacjentom z biatacz-
ka jest zastapieniem zmutowanej postaci genu wywotujacego bialaczke poprzez
gen prawidlowy. Komorki macierzyste szpiku sa tutaj noénikiem tego prawidlo-
wego genu, a zarazem celem jego dziatania.

Terapia genowa narodzila sie¢ w roku 1962, kiedy to Wactaw i Elizabeth
Szybalski zmienili komoérki pozbawione enzymu HPRT, niezdolne do wzrostu w
specjalnej pozywce HAT, w komoérki normalne. Udalo im sie do osiggna¢ dzieki
pomystowosci, cierpliwosci i przypadkowi. W czasie, gdy nieznana byla jeszcze
sekwencja zadnego genu (a rok 1962 byl tym, kiedy James Watson, Francis Crick i
Marice Wilkins otrzymali Nagrode Nobla za odkrycie struktury DNA) odwazny

byl pomyst podania do zmutowanych komérek DNA wyizolowanego z komorek
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normalnych. Efekt byl mizerny, nic szczegélnego sie nie dzialo, komérki nadal
ginelty w pozywce HAT. Za wyjatkiem kilku, ktére profesorowi Szybalskiemu
udalo sie ,wylowi¢” sposréd martwych. Przetrwatly one i byty zdolne do podzia-
léw. Na podstawie tych obserwacji Wactaw Szybalski wysunal wniosek, ze zdol-
noé¢ zycia w pozywce HAT stala sie mozliwa dzieki pobraniu przez komorki
zmutowane prawidlowego genu HPRT. DNA sam nie wnika do komoérek - jest
naladowany ujemnie, podobnie jak powierzchnia blony komoérkowej. Ale w po-
zywce znajdowalo sie przypadkowo wiecej jondw wapnia, ktére zneutralizowaty
ladunek DNA, pozwalajac mu wejs¢ do komorki. W taki sposéb zostat wykonany
pierwszy transfer gendw do komorek ssakéw, a profesor Szybalski interpretujac
wyniki zaproponowal, iz w przyszlosci mozna bedzie leczy¢ choroby za pomoca
terapii genowej. Tak bowiem nazwat te procedure, ktéra sam pierwszy przepro-
wadzil.

Obecnie znamy znacznie wydajniejsze sposoby dostarczania genéw do ko-
morek ssakow. Wcigz stosuje sie tzw. nagi DNA, najczesciej w postaci kolistych
czastek plazmidowego DNA. To DNA pochodzenia bakteryjnego, w obreb ktore-
go wlacza sie gen terapeutyczny i wstrzykuje do komoérek, np. do miesni nég lub
serca. Ale jest to spos6b stosunkowo malo wydajny, choé¢ niektére badania wska-
zywaly na jego skuteczno$¢ w podawaniu genéw stymulujacych powstawanie
nowych naczyn krwionosnych i leczeniu choroby niedokrwiennej serca lub nog.
Znacznie wydajniejsze jest dostarczanie gendéw za pomoca wektoréw wiruso-
wych. S3 to zmodyfikowane czastki wiruséw, z ktérych usunieto wszystkie lub
wiekszos¢ genéw patogennych, wprowadzajac na ich miejsce geny terapeutyczne.

Sposréd kilku rodzajéw wektoréw wirusowych najczesciej stosowane w te-
rapii sa wektory retrowirusowe oraz adenowirusowe. R6znig si¢ one pewnymi
wlasciwosciami.

Wektory retrowirusowe to czgsteczki RNA, ktére po wniknieciu do komor-
ki przepisywane jest na DNA i moze integrowac sie z genomem komorki. Dzieki
temu mozliwe jest uzyskanie dlugotrwalej ekspresji wprowadzonego genu, ktéry
w przypadku komoérek dlugo zyjacych moze utrzymywac sie nawet przez cale
zycie chorego. Zdolnos¢ retrowiruséw, a wiec i wektoréow retrowirusowych do
integracji do genomu komorki stwarza ryzyko wywolania mutacji, gdyz integracja
ta ma charakter przypadkowy. Swiadomos¢ niebezpieczeristwa mutagenezy in-
sercyjnej towarzyszyla stale badaczom zajmujacym sie¢ wektorami retrowiruso-
wymi, ale doswiadczenia na zwierzetach i proby kliniczne u ludzi (w wiekszosci
prob klinicznych terapii nowotworéw wykorzystuje sie wektory retrowirusowe)

napawatly optymizmem, gdyz nie obserwowano takiego zjawiska.
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Druga najczesciej stosowana grupa sa wektory adenowirusowe. Te z kolei
zbudowane sg z DNA, zdolne sa zakaza¢ wiele typéw komorek i dzieki wysokiej
wydajnosci umozliwiaja wysoka ekspresje wprowadzonych genéw. W najpow-
szechniej stosowanej odmianie tych wektoréw pozostawia sie jednak wiekszosé
genow wirusowych (co podyktowane jest sposobem namnazania tych wektoréw),
ktore ulegaja ekspresji w komorkach chorego i z tego powodu komorki zakazone
takimi wektorami sa szybko eliminowane przez jego uklad odpornosciowy.

Pierwsza proba kliniczna terapii genowej zostala przeprowadzona w roku
1990. Od tego czasu ré6znym sposobom leczenia za pomocg terapeutycznych kwa-
sow nukleinowych poddanych zostato okoto 10 tysiecy pacjentéw. Uwzgledniam
tutaj zaré6wno proby polegajace na podawaniu genéw kodujacych bialka, jak i du-
ze badania kliniczne wykorzystujace niekodujace sekwencje tzw. pulapek nukle-
otydowych, wiazace czynniki transkrypcyjne i zapobiegajace w ten sposéb nad-
miernej proliferacji komoérek. W tych prébach odnotowywano rozmaite efekty
uboczne, ale w wiekszosci przypadkéw byly one spowodowane choroba, a nie
zastosowanym sposobem leczenia. W rzeczywistosci odnotowano tylko dwa ro-
dzaje powaznych efektéw ubocznych, oba zwigzane z rodzajem stosowanych
wektorow.

Wspomniane wektory adenowirusowe I generacji sa bardzo skuteczne w
dostarczaniu gendw do komorek, jednak ze wzgledu na obecnos¢ licznych genow
wirusowych sa nadal silnie immunogenne. Biatka wirusowe (w tym biatka kapsy-
du) sa obiektem ataku przeciwcial, ktore wiekszoé¢ z ludzi posiada na skutek
wczedniejszego kontaktu z adenowirusami. Podanie duzych ilosci wektora ade-
nowirusowego moze wiec wywolac silng odpowiedz, ktéra w skrajnych przypad-
kach moze prowadzi¢ do $mierci. W roku 1999 takie tragiczne wydarzenie miafo
miejsce w Filadelfii i dotknelo 19-letniego Jessy Gelsingera poddawanego terapii
genowej z powodu niedoboru transkarbamylazy ornitynowej. Wada ta powoduje
zaburzenia syntezy mocznika i problemy z usuwaniem produktéw przemiany
materii. Organizm mezczyzny zareagowal bardzo gwaltownie na podana duza
ilos¢ wektoréw, rozwinat sie bardzo silny, niekontrolowany proces zapalny i pa-
cjent zmart w kilka dni po podaniu wektora. Ten nieszczesliwy zbieg okolicznosci
(do ktérego doszlo czesciowo na skutek pewnych zaniedbar proceduralnych i
niewlasciwej analizie badan wstepnych u pacjenta) powstrzymat na pewien okres
proby terapii genowej z wykorzystaniem adenowiruséw. Niemniej jednak wekto-
ry te, stosowane dotychczas u kilku tysiecy pacjentéw, nie wywolaly tak drastycz-
nych efektéw, a w niektérych chorobach posiadamy juz mocne dowody na sku-
tecznos¢ tych nosnikéw jako dostarczycieli genéw terapeutycznych. Tak jest np.,
w przypadku podawania prawidlowego genu p53 pacjentom z rakiem szyi i glo-
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wy, u ktérych taka terapia znaczaco zwieksza skutecznoé¢ chemio lub radiotera-
pii. Podobnie stosowanie wektoréw adenowirusowych do wprowadzania genu
samobdjczego kinazy tymidynowej, znaczaco przedtuzajac zycie pacjentom z gle-
jakiem.

Mimo tego niefortunnego wydarzenia obecnie stosowanie wektoréw ade-
nowirusowych, aczkolwiek obarczone pewnym ryzykiem, nie wywotuje istotnych
sprzeciwow i proby takie sa kontynuowane. Troche inna sytuacja, rodzaca pytania
o dopuszczalnoé¢ terapii, pojawila sie w przypadku leczenia niedoboréw odpor-
nosci.

Pierwsza taka probe przeprowadzono w roku 1990, w Stanach Zjednoczo-
nych. Od czteroletniej dziewczynki chorej na niedobér odpornoéci spowodowany
mutacja w genie deaminazy adenozynowej (ADA) pobierano leukocyty i wpro-
wadzano do nich wektor retrowirusowy z prawidlowa kopia ADA. Nastepnie
zmodyfikowane, wyleczone komoérki ponownie podawano dziecku. Pacjentka,
obecnie juz mloda kobieta, jest zdrowa i prowadzi normalne zycie. Nalezy zazna-
czy¢, ze otrzymywala réwnoczednie zastrzyki z gotowym enzymem ADA, nie
wiadomo wiec, na ile wyleczenie jest rzeczywisScie efektem terapii genowej. U kil-
ku kolejnych pacjentéw zastosowano jednak wylacznie gen ADA i osiagnieto
istotng poprawe. Wydaje sie, ze terapia genowa jest skuteczna w leczeniu zlozo-
nych niedoboréw odpornosci, a mala grupa pacjentéw poddanych dotychczas
leczeniu w taki spos6b wynika z matej liczby chorych na te odmiane niedoboru.
Chorzy moga by¢ takze leczeni za pomoca przeszczepu szpiku albo poprzez po-
dawanie gotowego enzymu.

Inng sytuacje mamy jednak w przypadku najczestszego niedoboru, spowo-
dowanego mutacja w genie taficucha gc receptora cytokin. Gen ten zlokalizowany
jest w chromosomie X, dlatego choroba wystepuje tylko u chlopcéw. Najbardziej
znanym pacjentem z tg choroba byl w latach 70. ub. wieku tzw. ,chlopiec z ban-
ki”, David Vetter. Kilkanascie lat spedzil w namiocie foliowym, oddzielony cat-
kowicie od $wiata zewnetrznego. Zmarl na skutek infekcji wirusem Epstein-Barra,
jaka wywiazala si¢ u niego po przeszczepie szpiku kostnego od mlodszej siostry.

Alogeniczny przeszczep szpiku jest metoda z wyboru stosowana u chlop-
coéw z niedoborem odpornosci typu X-SCID. Dla okoto polowy z nich nie ma jed-
nak odpowiedniego dawcy, a stosowanie enzymatycznej terapii zastepczej, jak w
przypadku niedoboru ADA, nie wchodzi tutaj w rachube. Gen yc musi by¢ obecny
w komoérkach uktadu odpornoséciowego, by prawidlowy tancuch receptora mogt
ulokowac¢ sie w btonie komoérkowej.

Od roku 2000 znany jest skuteczny sposéb eliminowania niedoboru odpor-
nosci za pomoca terapii genowej polaczonej z terapia komérkowa. Kluczem do
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sukcesu, odbudowy prawidlowego ukiadu immunologicznego wydaje sie tutaj
nie tylko wprowadzanie prawidlowego genu receptora yc do komérek uktadu od-
pornosciowego, ale wybranie jako obiektu terapii hematopoetycznych komoérek
macierzystych. Modyfikacja takich komoérek na wczesnym etapie réznicowania
pozwala na efektywniejsze odtworzenie ukladu immunologicznego i trwalszy
efekt terapii.

Prekursorami tej terapii byli lekarze francuscy ze szpitala Neckera w Pary-
zu. Dr Marina Cavazzana Calvo oraz Dr Alain Fischer w roku 1999 pobrali od
chtopcéw chorych na X-SCID szpik kostny, wyhodowali niezr6znicowane komor-
ki macierzyste, do ktérych in vitro wprowadzili wektor retrowirusowy z prawi-
dlowym genem receptora yc. Tak zmodyfikowane komérki, po podaniu pacjentom
odtworzyly w pelni funkcjonalny ukiad odpornosciowy. W ten sposéb opracowa-
na zostala terapia, ktére moze by¢ stosowana u tych chtopcow z X-SCID, u ktérych
nie mozna wykona¢ przeszczepu szpiku kostnego. Od publikacji wynikéw badan
w roku 2000 leczeniu poddano 10 chorych, i za wyjatkiem jednego u wszystkich
terapia okazala sie¢ w pelni skuteczna. Niemal identyczng strategie zastosowali
badacze brytyjscy, ktérzy takze wyleczyli dziesieciu chtopcéw. Entuzjazm i na-
dzieje zwigzane z tym sukcesem terapii genowej byly wiec jak najbardziej uzasad-
nione.

Modyfikacja komérek macierzystych poprzez wprowadzenie do nich pra-
widlowego genu za pomoca wektora retrowirusowego niesie jednak za soba ryzy-
ko efektu ubocznego. U czterech sposrdd kilkunastu leczonych Francuzéw rozwi-
nela sie w kilka lat po terapii biataczka. Jeden z chtopcéw zmarl. Przez diugi czas
nic takiego nie dzialo sie¢ u pacjentéw brytyjskich, jednak w grudniu ub. roku bia-
laczka pojawita sie u jednego z siedmiu poddanych leczeniu chlopcow. Tak wiec
efekt uboczny wystapit u okoto 30% pacjentéw, i jak wskazuja analizy jest niewat-
pliwie zwigzany z zastosowana metoda leczenia. Wing mozna by obdzieli¢ po
rowno i wektor retrowirusowy, i komoérki macierzyste, a takze i sam gen terapeu-
tyczny. Proby zostaly wstrzymane.

W tej sytuacji rodza sie pytania o bezpieczenistwo tej metody leczenia. Czy
terapia, pociagajaca za soba tak dramatyczny efekt uboczny u niemal 1/3 chorych
jest uzasadniona? Rodzice chtopcéw oczekujacych na terapie apeluja o wznowie-
nie prob. Czy w obecnym stanie naszej wiedzy kontynuowanie préb w sposéb
taki jak dotychczas jest jednak dopuszczalne? Z pewnoscia zmierza¢ nalezy do
takiej modyfikacji stosowanych procedur, by ograniczac¢ ryzyko rozwoju biataczki.
Czy jednak szansa normalnego zycia dla co najmniej 2/3 chorych nie jest wystar-
czajaco mocnym argumentem? Nie wszyscy zdajemy sobie sprawe, ze w pierw-

szych prébach leczenia bialaczek za pomoca przeszczepéw szpiku przezywato
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10% chorych. Chemioterapia stosowana w nowotworach, zwlaszcza dzieciecych,
jest bardzo czesto skuteczna, ale u znacznej grupy chorych po pewnym czasie do-
chodzi do wtérnych komplikacji. Zatem czy eksperymentalna terapia genowa w
niedoborze odpornosci typu X-SCID powinna by¢ zawieszona i dopuszczona po-
nownie dopiero wtedy, gdy bedziemy mie¢ pewnosc, ze jest bezpieczna?

Ale kiedy bedziemy mie¢ pewnos¢, ze nowe metody nie wywotaja efektow
ubocznych? Wczedniejsze badania na zwierzetach nie wskazywatly na tak znaczne
ryzyko mutagenezy inercyjnej i rozwoju bialaczki. Wydaje sie, ze przyczyna tkwic
moze w samej naturze genu kodujacego laricuch receptora yc, a takze w fakcie, iz
biataczka jest spowodowana wbudowaniem sie wektora w obreb onkogenu LMO2
i jego aktywacja. Pracuje sie obecnie nad takim wektorami, ktére wbudowatyby
sie preferencyjnie w inne miejsca, nie w obreb onkogenu LMO2.

Czy obserwowane efekty uboczne wystapia takze w przypadku innych
choréb, ktére moga by¢ leczone za pomoca podobnej strategii? Jakich efektow
mozemy sie spodziewaé w préobach innych terapii genowych wykorzystujacej tak-
ze komorki macierzyste? Czy na obecnym etapie wiedzy mozemy przewidzie¢,
jakie onkogeny moga by¢ aktywowane w réznych komoérkach macierzystych na
skutek przypadkowej integracji wektora retrowirusowego? Czy korzysci ze sto-
sowania skutecznej terapii genowej przewazaja nad znacznym ryzykiem efektow
ubocznych?

Od kazdej terapii oczekuje sie nie tylko skutecznosci, ale i bezpieczeristwa.
Te same wymagania stawiane sg przed terapia genowa. Jest to jak najbardziej zro-
zumiate i uzasadnione. Twierdze jednak, ze w przypadku tej metody leczenia po-
jawiajace sie efekty uboczne sa nadmiernie wyolbrzymiane i m.in. przez to terapia
genowa jest czesto postrzegana jako niosaca za soba duze ryzyko dla pacjenta.
Sadze, iz poglad taki jest nieuzasadniony, a efekty uboczne, ktérych nalezy uni-
kaé, sa w rzeczywistosci rzadsze anizeli w innych stosowanych terapiach. Warto
pamietaé, ze tylko w Stanach Zjednoczonych liczbe zgonéw spowodowanych
efektami ubocznymi lekéw dopuszczonych na rynek ocenia sie na ponad 15 000
rocznie. Z powodu terapii genowej zmarlo dotychczas na przestrzeni 19 lat testo-
wania tej metody 2 chorych! Na klika tysiecy oséb poddanych leczeniu. Niestety,
nie ma skutecznej terapii, ktéra nie niostaby zadnego ryzyka. Istotna jest jedynie
ocena, czy w stosunku do korzysci nie jest ono zbyt duze.

Od listopada ubieglego roku $wiat naukowy i lekarski z zapartym tchem
§ledzi niebywaly postep badan nad uzyskiwaniem tzw. indukowanych pluripo-
tencjalnych ludzkich komoérek macierzystych (iPS). Otrzymuje si¢ je poprzez
wprowadzenie za pomoca wektorow retrowirusowych kilku genéw do komorek

somatycznych, np. fibroblastow skéry. Aktywnos¢ tych genéw powoduje odréz-
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nicowanie sie komorek, ktére nabieraja charakteru zarodkowych komérek macie-
rzystych zdolnych do przeksztalcania sie w kazdy typ komorek somatycznych.
Uzyskiwanie takich komoérek ogranicza problemy etyczne, jakie dla niektoérych
wigza sie z wykorzystywaniem ludzkich zarodkowych komorek macierzystych.
iPS moga by¢ potencjalnie wykorzystane w terapii genowej, a eksperymenty na
myszach, ktére wyleczono z hemofilii za pomoca iPS zmodyfikowanych prawi-
dlowym genem faricucha B-globiny i zréznicowanych do komoérek hematopo-
etycznych pokazuja, ze jest to mozliwe. Niemniej, dos§wiadczenia ptynace z terapii
genowej X-SCID wskazujg, iz zanim bedziemy mogli planowaé terapeutyczne
wykorzystanie iPS, konieczne jest wyeliminowanie ryzyka mutagenezy inercyjnej
spowodowanej integracja wektoréw retrowirusowych uzywanych do transferu
reprogramujacych genéw, a takze unikanie stosowania transferu onkogenéw. Ba-
dania eksperymentalne wskazujg, iz jest to mozliwe. Krotko dziatajace wektory,
przenikajace blone komérkowa czynniki transkrypcyjne niezbedne do odréznico-
wania czy tez drobne czasteczki potrafigce zastapi¢ geny wprowadzone do komo-
rek zmniejszy¢ moga ryzyko rozwoju nowotworéw.

Terapia genowa testowana w badaniach klinicznych od niemal 20 lat wciaz
jeszcze pozostaje metoda eksperymentalna. W jej historii wiele bylo sytuacji, ktére
w sposOb nieuzasadniony rozbudzaly nadmierny entuzjazm pacjentéw. Wydaje
sie, ze np. stosowane dotychczas metody transferu genéw stymulujacych po-
wstawanie nowych naczyn krwionosnych sa nieskuteczne, cho¢ zarazem nie sg
niebezpieczne. Powstaje pytanie, czy uzasadnione jest kontynuowanie préb kli-
nicznych, ktére nie przynosza spodziewanych rezultatéw i tudzenie pacjentow
rzekoma szansg wyleczenia.

Z drugiej strony niewatpliwie skuteczna terapia genowa zlozonych niedo-
boréw odpornosci napotkata na problemy, ktére wykorzystywane sa przez prze-
ciwnikéw terapii genowej jako argument za jej zaprzestaniem. Czy ryzyko po-
waznych efektéw ubocznych musi prowadzi¢ do wstrzymania tych préb do czasu
opracowania bezpiecznej metody? To jedno z konkretnych pytan, na ktére odpo-
wiedZ powinni znalez¢ lekarze, naukowcy i bioetycy. Czy jednak glos pacjentow i

rodzicéw chorych dzieci nie powinien by¢ decydujacy?
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