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Adeno-associated virus vectors in gene therapy

S u m m a r y

The development of targeted vectors, capable of tissue-specific transduction,

remains one of the most important aims of vector 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. Wstêp

Celem wspó³czesnej medycyny jest zrozumienie Ÿróde³ scho-

rzenia i zwalczenie jego przyczyn, w przeciwieñstwie do trady-

cyjnego ³agodzenia objawów. Wielki postêp w biologii i genety-

ce molekularnej dokonany w minionych dwudziestu latach umo¿-

liwia izolacjê, klonowanie i sekwencjonowanie genów, jak rów-

nie¿ dok³adne poznanie genetycznych przyczyn chorób. Dziêki

temu pojawi³a siê mo¿liwoœæ zastosowania tzw. terapii genowej,

polegaj¹cej na naprawie lub zast¹pieniu wadliwie funkcjonuj¹ce-

go genu. Jedn¹ z przeszkód w rozwoju terapii genowej stanowi
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koniecznoœæ znalezienia odpowiedniego wektora skutecznie wprowadzaj¹cego

geny do komórek docelowych i nie powoduj¹cego skutków ubocznych. W wiêkszo-

œci przypadków wektorami staj¹ siê pochodne wirusów, które rozwinê³y wydajny

system przenoszenia swoich genów do komórek cz³owieka. Z takiego wektora usu-

wa siê geny warunkuj¹ce proces chorobotwórczy, natomiast wprowadza gen wraz

z sekwencjami promotorowymi i reguluj¹cymi jego ekspresjê. Niekiedy zrekombi-

nowan¹ cz¹steczkê DNA „pakuje” siê tylko w p³aszcz wirusowy, co umo¿liwia jej

przenikniêcie do odpowiednich komórek cz³owieka. W ostatnich latach du¿ym zain-

teresowaniem jako potencjalne wektory do terapii genowej ciesz¹ siê wirusy zale¿-

ne od adenowirusów – AAV (ang. adeno-associated viruses).

2. Ogólna charakterystyka parwowirusów

Dependowirusy, zwane te¿ AAV nale¿¹ do rodziny Parvoviridae, podrodziny

Parvovirinae (tab.). Ich cykl replikacyjny jest zale¿ny od wirusa wspomagaj¹cego,

którym jest adenowirus lub wirus herpes.

T a b e l a

Systematyka parwowirusów (wg 1)

Rodzina Parvoviridae

podrodzina Parvovirinae (wystêpuje u krêgowców) Densovirinae (wystêpuje u bezkrêgowców)

rodzaje Parvovirus

Erythrovirus

Dependovirus

Densovirus

Iteravirus

Contravirus

Parwowirusy s¹ jednymi z najmniejszych znanych wirusów (³ac. parvus: ma³y). Ich

wirion nie posiada os³onki, ma symetriê ikosaedraln¹ i œrednicê od 18 do 26 nm.

Materia³em genetycznym wirusa jest jednoniciowy DNA o polarnoœci dodatniej lub

ujemnej, zbudowany z oko³o 4 tysi¹cy zasad. Autonomiczne parwowirusy replikuj¹

siê w j¹drze komórkowym, gdy komórka jest w fazie intensywnej syntezy (fazie S),

a AAV wymagaj¹ do swojego powielania wirusa pomocniczego.

Genomy wszystkich parwowirusów autonomicznych zawieraj¹ na koñcach 3’ i 5’

specyficzne sekwencje koñcowe. Odcinki te s¹ bogate w pary GC i maj¹ zdolnoœæ

tworzenia struktury spinki do w³osów. Struktura spinki do w³osów na koñcu 3’

przyjmuje kszta³t litery Y lub T i jest istotna w procesie replikacji DNA.

W odró¿nieniu od autonomicznych parwowirusów, genom AAV posiada 145 nu-

kleotydowe koñcowe powtórzenia sekwencji o odwróconej polarnoœci. Pierwsze

125 zasad zaanga¿owane jest w tworzenie struktury w kszta³cie litery Y lub T pra-

wie identycznej ze struktur¹ na koñcu 3’ DNA parwowirusów autonomicznych.

Kinga Kamieniarz, Anna GoŸdzicka-Józefiak

80 PRACE PRZEGL¥DOWE



Rys. 1. Schemat mapy genetycznej parwowirusów.

Oba typy wirusów maj¹ dwie du¿e otwarte ramki odczytu REP i CAP, których se-

kwencje nie nak³adaj¹ siê na siebie. Koduj¹ one odpowiednio bia³ka niestrukturalne

wirusa i bia³ka p³aszcza. Pierwsza z nich rozci¹ga siê w przybli¿eniu od 5 do 40 po-

zycji na mapie, podczas gdy druga od 50 do 90 pozycji (rys. 1).

Zarówno autonomiczne parwowirusy, jak i AAV syntetyzuj¹ trzy bia³ka struktu-

ralne: VP1, VP2 i VP3 o masie cz¹steczkowej odpowiednio 87 000, 73 000 i 62 000.

Bia³ko VP3 stanowi oko³o 80% ca³kowitej masy wirionu. Wszystkie bia³ka p³aszcza

kodowane s¹ przez sekwencje nak³adaj¹ce siê, dlatego te¿ ich sk³ad aminokwasowy

jest podobny. Proteiny s¹ bogate w aminokwasy kwaœne, nie s¹ glikozylowane i bar-

dzo s³abo rozpuszczaj¹ siê w roztworach wodnych.

3. Ogólna charakterystyka dependowirusów

Dependowirusy spoœród innych wirusów zwierzêcych wyró¿nia to, ¿e namna¿aj¹

siê wy³¹cznie w obecnoœci niespokrewnionego z nimi wirusa wspomagaj¹cego (po-

mocniczego, ang. helper virus), adeno- lub herpeswirusa. Podczas jego nieobecnoœci,

ssDNA AAV ulega przepisaniu do dsDNA, a nastêpnie integracji z DNA komórkowym

na chromosomie 19q,13.3q. W takiej formie genom wirusa pozostaje w komórce do

czasu gdy dojdzie do jej infekcji wirusem pomocniczym. Po zaka¿eniu komórki wi-

rusem wspomagaj¹cym, DNA AAV jest uwalniany z genomu komórkowego i rozpo-

czyna swój cykl replikacyjny, w którym prawdopodobnie bior¹ udzia³ bia³ka wirusa

pomocniczego. Chocia¿ wykazano, ¿e potraktowanie kilku linii komórkowych zesta-

wem czynników toksycznych umo¿liwi³o produktywn¹ infekcjê AAV pod nieobec-

noœæ wirusa wspomagaj¹cego. Na podstawie tych danych przypuszcza siê, ¿e rola

wirusa pomocniczego mo¿e polegaæ nie na dostarczeniu okreœlonych czynników

bior¹cych bezpoœredni udzia³ w replikacji, ale na specyficznej modyfikacji œrodowi-

ska komórkowego.

Inn¹ wa¿n¹ cech¹ AAV jest brak powi¹zania z jak¹kolwiek znan¹ chorob¹. Co

wiêcej, wydaje siê, ¿e infekcja AAV mo¿e byæ korzystna dla gospodarza (poprzez ha-

mowanie onkogennego wp³ywu adeno- i herpeswirusów oraz ich zdolnoœci do

transformowania komórek) (1).

U ssaków naczelnych wyizolowano 6 typów AAV, z których 5 uznano za odrêbne

serotypy. AAV6, jak siê wydaje, jest produktem rekombinacji miêdzy AAV1 i AAV2.

W badaniach seroepidemiologicznych wykazano, ¿e serotypy 2, 3 i 5 s¹ endemiczne

dla cz³owieka, AAV4 infekuje g³ównie inne naczelne, natomiast pochodzenie AAV1
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(i zwi¹zanego z nim AAV6) nie jest jasne. Istniej¹ równie¿ doniesienia o wyizolowa-

niu dwóch nowych typów AAV (AAV7 i 8). Ka¿dy z serotypów AAV ma odmienne

w³aœciwoœci jeœli chodzi o zdolnoœæ do infekcji komórek okreœlonej tkanki, co ma

decyduj¹ce znaczenie w konstrukcji wektorów (2-4).

3.1. Genom dependowirusów

DNA AAV, podobnie jak autonomicznych parwowirusów, zawiera dwie du¿e

otwarte ramki odczytu- CAP i REP, koduj¹ce odpowiednio bia³ka strukturalne i nie-

strukturalne (patrz wy¿ej). Ze wzglêdu na wyj¹tkowo ma³y rozmiar ich genomu, pro-

dukty bia³kowe obu ORF pe³ni¹ kilka funkcji. Tak te¿ REP koduje co najmniej cztery

bia³ka, których sekwencje nak³adaj¹ siê, podczas gdy CAP co najmniej trzy. Bia³ka

Rep pe³ni¹ funkcje regulatorowe w ka¿dej fazie cyklu replikacyjnego AAV. Pod nie-

obecnoœæ wirusa wspomagaj¹cego, Rep 68/78 hamuje ekspresjê genów AAV i repli-

kacjê DNA, zdaje siê te¿ odgrywaæ wa¿n¹ rolê w procesie integracji wirusowego ge-

nomu do genomu gospodarza i wytworzenia stanu utajenia. Z kolei w obecnoœci wi-

rusa pomocniczego Rep 68/78 jest transaktywatorem ekspresji wirusowych genów,

potrzebny jest te¿ do replikacji DNA oraz uwolnienia wirusowego genomu z DNA

komórkowego.

Zarówno do replikacji, jak i transkrypcji wirusowego DNA niezbêdne s¹ koñcowe

powtórzenia sekwencji o odwróconej polarnoœci. Rejony te odgrywaj¹ tak¿e wa¿n¹

rolê podczas op³aszczania wirusowego DNA i integracji do genomu komórkowego.

Wówczas gdy nie dochodzi do koinfekcji wirusem pomocniczym i brak jest jego

czynników bia³kowych, ekspresji ulega jedynie gen REP. Jego produkty s¹ odpowie-

dzialne za hamowanie ekspresji genów z niektórych promotorów heterologicznych

oraz co najmniej jednego, jeœli nie wszystkich promotorów w³asnych.

Replikacja parwowirusowego DNA zachodzi w j¹drze komórkowym. W procesie

tym udzia³ bierze komórkowa polimeraza DNA-� lub �. Jako starter w replikacji

s³u¿y grupa OH na koñcu 3’ w strukturze spinki do w³osów wirusowego DNA. Nie

ma dowodów na obecnoœæ starterów typu RNA ani fragmentów Okazaki. Jedna z nici

powsta³ego dsDNA jest przecinana przez bia³ko Rep 68/78, nastêpuje denaturacja

nici DNA na koñcu 5’ i dalsza elongacja (rys. 2).
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Rys. 2. Model replikacji DNA AAV (wg 1);

1) ssDNA AAV, na koñcach odwrócone palindromiczne powtórzenia, 2) dwa sposoby parowania koñ-

ców umo¿liwiaj¹ce inicjacjê replikacji DNA AAV, 3) replikacja.



3.2. Integracja AAV do genomu komórkowego

Pod nieobecnoœæ wirusa wspomagaj¹cego, AAV penetruje do j¹dra, gdzie jego

genom integrowany jest do komórkowego DNA- powoduj¹c stan infekcji utajonej.

Aktywacja nastêpuje po zaka¿eniu komórki wirusem pomocniczym. Wirusowe DNA

w genomach wiêkszoœci zainfekowanych komórek wystêpuje w postaci tandemo-

wych powtórzeñ odpowiadaj¹cym kilku genomom. Do integracji AAV dochodzi

w wyniku rekombinacji niehomologicznej w okreœlonym miejscu na chromosomie

19q. W rejonie tym wystêpuje jednak od 4 do 5 zasad homologicznych. Integracji

towarzysz¹ zmiany i inwersje zarówno w sekwencji DNA wirusa jak i komórki, a mi-

mo ¿e jest ona miejscowo specyficzna, w proces ten zaanga¿owanych jest kilkaset

zasad.

Miejsce preintergracji w chromosomie (zbudowane z kilku tysiêcy zasad) zawie-

ra sekwencjê (GCTC)3 wi¹¿¹c¹ bia³ko Rep. Proteina ta prawdopodobnie bierze

udzia³ w ligacji wirusowego DNA z DNA komórkowym. Ta w³aœciwoœæ bia³ka Rep

oraz pe³nione przez nie funkcje nukleazy i helikazy mog¹ t³umaczyæ mechanizm

specyficznoœci miejsca integracji AAV. Poza tym bia³ko Rep bierze równie¿ udzia³

w inicjacji replikacji DNA wirusa.

Czynnikiem decyduj¹cym o miejscowo specyficznej integracji AAV, jak siê wyda-

je, jest rozpoznawany rejon, a w³aœciwa 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, dziêki któremu genom AAV przechodzi z formy jednoniciowej wy-

stêpuj¹cej w wirionie, w dwuniciowy tandemowy stan obserwowany w komórko-

wym DNA nie jest dobrze poznany.

Nie wiadomo, jakie s¹ konsekwencje utajonej infekcji dla gospodarza (1).

4. AAV jako wektory

4.1. Cechy wektora AAV

AAV ciesz¹ siê du¿ym zainteresowaniem jako potencjalne wektory w terapii ge-

nowej. O ich u¿ytecznoœci decyduje wiele cech.

Zdolnoœæ wektorów AAV do infekcji wielu typów komórek ró¿nych gatunków

zwierz¹t, skutecznej ich transdukcji oraz stabilnej ekspresji przenoszonych genów

umo¿liwia szerokie ich stosowanie. Wydajnoœæ ekspresji jest jednak zró¿nicowana

w zale¿noœci od komórki i tkanki oraz u¿ytego serotypu wirusa. Wektory te mog¹

infekowaæ zarówno komórki proliferuj¹ce jak i nieproliferuj¹ce, nawet postmito-

tyczne neurony. Szczególnie dobre wyniki uzyskuje siê w przypadku komórek miêœ-

ni, siatkówki, centralnego uk³adu nerwowego i p³uc.
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Rosn¹c¹ popularnoœæ AAV w terapii genowej mo¿na te¿ t³umaczyæ brakiem ich

patogennoœci oraz defektywnoœci¹ replikacji, co jest dodatkowym zabezpieczeniem

przed rozwojem zaka¿enia. Bezpieczeñstwo mo¿na jeszcze zwiêkszyæ, konstruuj¹c

rekombinowane wektory AAV, integruj¹ce w specyficznym miejscu na chromosomie

19, tak jak ma to miejsce u dzikich AAV. Kolejnymi zaletami wektorów AAV jest sto-

sunkowo niska immunogennoœæ oraz to, ¿e mog¹ one nie zawieraæ ¿adnych wiruso-

wych genów.

Ekspresja transgenu po transdukcji AAV zachodzi z pewnym opóŸnieniem, ale za

to jest d³ugotrwa³a, nawet 18-miesiêczna (porównywano do Ad, HSV-1, retrowirusa).

Wa¿n¹ w³aœciwoœci¹ jest te¿ mo¿liwoœæ ponownego podania tego samego serotypu

po pewnym czasie od pierwszej terapii genowej (w zale¿noœci od tkanki i transporto-

wanego genu- od kilku tygodni do kilku miesiêcy), co ma szczególne znaczenie

w przypadku leczenia schorzeñ chronicznych. Limit wielkoœci obcego DNA, który

mo¿na wklonowaæ do wirionu AAV to oko³o 4 do 4,5 tysiêcy zasad (2,6-22).

4.2. Wirusowe elementy sekwencji niezbêdne do replikacji zmodyfikowanego
AAV zawieraj¹cego transgen

Elementami, które wp³ywaj¹ na poziom ekspresji transgenu wprowadzonego

przez wektor utworzony na bazie AAV s¹: koñcowe powtórzenia w genomie AAV

oraz wirusowe bia³ka Rep. Obecnoœæ koñcowych powtórzeñ znacznie zwiêksza sku-

tecznoœæ ekspresji transgenu. Chocia¿ produkty genu Rep s¹ potrzebne do uprzywi-

lejowanej integracji, insercja tego genu mo¿e zmniejszaæ poziom ekspresji transge-

nu, np. w komórkach glejaka, co powodowane jest przypuszczalnie ich cytotoksycz-

nym dzia³aniem (17,19,20,23).

4.3. Modyfikacje wektora

Pocz¹tkowo skonstruowano dwa g³ówne typy wektorów. W pierwszym z nich

wyciêto gen kapsydu i zast¹piono go obcym DNA. Ten typ wektora zachowuje gen

Rep i mo¿e integrowaæ siê w specyficznym dla AAV miejscu na chromosomie 19q.

W drugim typie wektora do obu koñców obcego DNA dodaje siê typowe dla AAV

koñcowe powtórzenia o odwróconej polarnoœci. W niektórych przypadkach taki

wektor mo¿e integrowaæ do genomu gospodarza i transformowaæ z czêstoœci¹ po-

wy¿ej 50%, ale znacz¹co zredukowana jest specyfika miejsca integracji. Obecnie sto-

suje siê wektory na bazie plazmidów, wektory powstaj¹ce przez w³¹czenie AAV do

wiêkszego wirusa oraz op³aszczanie in vitro. W ten sposób nie tylko mo¿na w³¹czyæ

gen Rep, ale równie¿ dostarczyæ do komórki wiêksze geny terapeutyczne (20).

W celu zwiêkszenia u¿ytecznoœci wektorów, próbuje siê tak¿e modyfikowaæ ich

tropizm do komórek. Stosuje siê do tego celu specyficzne przeciwcia³a, które zwiêk-
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szaj¹ zdolnoœæ wektora do wi¹zania siê z komórk¹ oraz neutralizuj¹ tropizm wirusa

dzikiego. Innym sposobem jest zmodyfikowanie wirusowego kapsydu tak, ¿eby za-

wiera³ ligandy, rozpoznawane przez wybrane receptory. Czêsto stosowan¹ metod¹

jest op³aszczenie genomu AAV jednego serotypu kapsydem nale¿¹cym do innego

serotypu. Przyk³adem jest AAV2, który daje niezwykle trwa³¹ ekspresjê transgenu,

ale poziom infekcji jest niski z powodu trudnoœci z penetracj¹ tego wirusa do ko-

mórki. Wektor z³o¿ony z genomu AAV2 w kapsydzie AAV5 (AAV2/5), dziêki zdolnoœ-

ci wnikania do komórki przez inne receptory, pozwala na skuteczn¹ transdukcjê ko-

mórek wielu tkanek (2,5,15,19,24,25).

Aby zwiêkszyæ pojemnoœæ wektora, do ekspresji genu próbuje siê wykorzystaæ

dwa niezale¿ne wektory AAV. Dotychczas skutecznoœæ tej metody by³a niewielka,

zale¿na od wyboru w³aœciwego serotypu AAV, a jej przydatnoœæ dla zastosowañ me-

dycznych ograniczona. Jednak w miêœniach szkieletowych efektywnoœæ uzyskanej

w ten sposób ekspresji transgenu by³a podobna do ekspresji nienaruszonego trans-

genu dostarczanego przy u¿yciu wektorów AAV2 umieszczonych w kapsydach AAV5

(AAV2/5) (5).

W celu polepszenia wydajnoœci transdukcji, do wektorów AAV przenosz¹cych

okreœlony gen dodaje siê promotor innych wirusów, np. cytomegalowirusa (CMV),

RSV (rous sarcoma virus), SV40 (simian virus) lub elementy specyficznie zwiêkszaj¹ce

ekspresjê genu w danej tkance takie jak: CK61 i MCK2 w miêœniach, czy CC103

w p³ucach (10,15,26,27).

Genom wirusa AAV jest tak¿e wykorzystywany do tworzenia wektorów hybrydo-

wych. Przyk³adem jest hybrydowy wektor AAV/Ad. Jego zalet¹ jest po³¹czenie w jed-

nej cz¹stce cech wektorów adenowirusowych (Ad)- du¿ej pojemnoœci oraz skutecz-

nego dostarczania genu niezale¿nie od cyklu komórkowego, z cennymi w³aœciwoœ-

ciami wektorów AAV- d³ugoterminow¹ ekspresj¹ transgenu oraz brakiem genów wi-

rusowych. Wektory takie uzyskuje siê poprzez po³¹czenie elementów genomu od-

powiedzialnych za mechanizm replikacji AAV z fragmentami DNA bior¹cymi udzia³

w enkapsydacji adenowirusów (28).

4.4. Wady wektora AAV

Niestety stosowanie wektorów AAV zwi¹zane jest z pewnymi trudnoœciami.

G³ównym ograniczeniem jest ich ma³a pojemnoœæ genetyczna (4-4,5 tysiêcy za-

sad) (5,7,20).

Skutecznoœæ transdukcji wektorów AAV ró¿ni siê znacz¹co w ró¿nych komór-

kach i tkankach in vitro i in vivo. Stwierdzono, ¿e bia³ko limfocytów T zdolne do

wi¹zania leku immunosupresyjnego FK506 (bia³ko FKBP52), oddzia³uje na jednoni-

ciow¹ sekwencjê koñcowych powtórzeñ DNA AAV, powoduj¹c zahamowanie synte-

zy drugiej nici wirusowego DNA- i w konsekwencji ograniczenie ekspresji transge-

nu. Fosforylacja tyrozyny komórkowego bia³ka FKBP52 silnie wp³ywa na wydajnoœæ

Kinga Kamieniarz, Anna GoŸdzicka-Józefiak

86 PRACE PRZEGL¥DOWE



transdukcji AAV, co mo¿e mieæ du¿y wp³yw na optymalne zastosowanie wektorów

AAV w terapii genowej cz³owieka (29).

Niski poziom transdukcji obserwowany w komórkach niektórych typów nowo-

tworów tak¿e ogranicza zastosowanie wektorów AAV w leczeniu (31).

Poza tym transfer genu za poœrednictwem AAV wywo³uje niekiedy odpowiedŸ

immunologiczn¹ przeciw produktowi transgenu, czego skutkiem jest obni¿enie po-

ziomu jego ekspresji, który zaobserwowano np. w miêœniach szkieletowych (26).

5. Zastosowanie wektorów AAV w terapii genowej

Pomimo kilku wymienionych wad AAV, podejmowane s¹ liczne próby ich zasto-

sowania jako wektorów w terapii genowej.

Wiele uwagi poœwiêca siê mo¿liwoœci wykorzystania terapii genowej do leczenia

dystrofii miêœni typu Duchenne’a (DMD). Jest to najczêœciej wystêpuj¹ca œmiertelna

choroba genetyczna cz³owieka sprzê¿ona z chromosomem X. DMD dotyka jednego

na 3500 mê¿czyzn i w 1/3 przypadków jest nastêpstwem nowych, spontanicznych

mutacji. Dotychczas nie opracowano sposobu leczenia DMD. U chorych obserwuje

siê postêpuj¹ce zwyrodnienie miêœni prowadz¹ce do œmierci z powodu niewydolno-

œci oddechowej lub sercowej, oko³o 20. roku ¿ycia. Za chorobê odpowiedzialne s¹

mutacje w genie DMD, koduj¹cym dystrofinê. S¹ to delecje, czêsto obejmuj¹ce du¿e

fragmenty genomu, duplikacje oraz mutacje punktowe. Prowadz¹ one do zmiany

w strukturze dystrofiny i w rezultacie zaburzeñ w jej funkcjonowaniu w miêœniu po-

przecznie pr¹¿kowanym. To powoduje niestabilnoœæ sarkolemmy, co z kolei prowa-

dzi do trwa³ego uszkodzenia miêœnia po skurczu. W przeprowadzonych badaniach

wykazano, ¿e domiêœniowe dostarczenie (za pomoc¹ wektorów AAV) prawid³owej

kopii genu dystrofiny lub cDNA tego genu stabilizuje sarkolemmê, i to na d³ugi

okres (nawet ponad roku). W miêœniu po wprowadzeniu wektora zauwa¿ono jednak

odpowiedŸ immunologiczn¹, w któr¹ zaanga¿owane by³y komórki prezentuj¹ce an-

tygeny, takie jak mioblasty czy regeneruj¹ce siê, niedojrza³e w³ókna miêœniowe

(26,27,32,33).

Wektory AAV s¹ tak¿e powa¿nymi kandydatami do poœredniczenia w terapii wie-

lu chorób neurologicznych. Oprócz wymienionych cech (patrz 4.1) przemawia za

nimi zdolnoœæ do infekowania nie dziel¹cych siê (postmitotycznych) neuronów.

Pierwszym klinicznym zastosowaniem AAV do transferu genu do komórek mózgu

ludzkiego by³a terapia choroby Canavana, zwi¹zanej z nieprawid³owoœciami w pro-

cesie mielinizacji mózgu. Genem terapeutycznym by³ gen acylazy asparaginianowej

(ASPA), podawany drog¹ neurochirurgiczn¹. Dostêpny jest protokó³ kliniczny lecze-

nia z udzia³em 21 pacjentów, natomiast nie opublikowano dotychczas wyników te-

rapii (11,12,22,34-36).

Opracowywanych jest te¿ kilka metod leczenia choroby Parkinsona z u¿yciem

AAV. Jedn¹ z nich jest miejscowa produkcja dopaminy w ciele pr¹¿kowanym uzyska-
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na przez indukcjê ekspresji enzymów syntetyzuj¹cych dopaminê. W tym celu cho-

rym podaje siê osobne wektory AAV koduj¹ce 3 enzymy niezbêdne do syntezy dopa-

miny. Wyniki doœwiadczeñ prowadzonych na zwierzêtach s¹ obiecuj¹ce. Inna meto-

da ma na celu spowolnienie zwyrodnienia neuronów wydzielaj¹cych dopaminê po-

przez ekspresjê czynników neurotroficznych lub mózgowego, pêcherzykowego

transportera monoamin w ciele pr¹¿kowanym lub istocie czarnej mózgu (37).

W przypadku wielu chorób neurologicznych obserwuje siê niekontrolowan¹, pa-

tologiczn¹ apoptozê. Proces ten mo¿na powstrzymaæ dostarczaj¹c geny koduj¹ce

czynniki antyapoptotyczne bezpoœrednio do centralnego uk³adu nerwowego, rów-

nie¿ z wykorzystaniem AAV. Tego typu terapia mog³aby byæ u¿yteczna w schorze-

niach zwyrodnieniowych uk³adu nerwowego, np. we wspomnianej chorobie Parkin-

sona (11).

W fazie prób klinicznych jest terapia genowa hemofilii B, w której choremu po-

daje siê domiêœniowo wektor AAV z genem koduj¹cym czynnik IX. Mo¿liwe jest, jak

siê wydaje, bezpieczne stosowanie nawet du¿ych dawek wektora. Innym testowa-

nym sposobem dostarczenia czynnika IX jest wewn¹trznosowe podanie wektora

AAV2/5 wyposa¿onego w promotor specyficzny dla genów ulegaj¹cych ekspresji

w komórkach p³uc- CC10. Zalet¹ tej metody jest jej nieinwazyjnoœæ, d³ugotrwa³e wy-

dzielanie terapeutycznego bia³ka oraz mo¿liwoœæ ponownego zastosowania tego

samego serotypu AAV w piêæ miesiêcy po pierwszym podaniu (15,38,39).

Zrekombinowane wektory na bazie AAV s¹ tak¿e zdolne do skutecznej transduk-

cji komórek siatkówki, dlatego podejmowane s¹ próby zastosowania ich w leczeniu

retinopatii. Tak na przyk³ad dostarczenie przez AAV genu koduj¹cego czynnik neu-

rotroficzny uzyskany z komórek glejowych (GDNF) do siatkówki mo¿e chroniæ foto-

receptory przed ich degeneracj¹. W terapii siatkówki wa¿na jest kontrola poziomu

terapeutycznego bia³ka, zarówno jeœli chodzi o czas jak i miejsce jego ekspresji.

W badaniach z wykorzystaniem erytropoetyny jako markera sugeruje siê, ¿e mo¿li-

wa jest farmakologiczna kontrola ekspresji transgenu w oku za pomoc¹ rapamycyny

(5,30,40).

Terapia genowa mo¿e w przysz³oœci równie¿ znaleŸæ zastosowanie w leczeniu

dystrofii rogówki. W pierwszym doniesieniu demonstruj¹cym selektywny transfer

genów do komórek rogówki królika wprowadzono wektory na bazie AAV oraz wek-

tory plazmidowe op³aszczone lipidami, przenosz¹ce geny beta-galaktozydazy i ace-

tylotransferazy chloramfenikolowej. Oba wektory doprowadzi³y do ekspresji genu,

przy czym ekspresja w nastêpstwie transdukcji przez AAV by³a opóŸniona o kilka

dni, ale za to jej poziom by³ wy¿szy i ekspresja trwa³a d³u¿ej (6).

Innym wa¿nym problemem klinicznym jest krytyczne niedokrwienie koñczyn,

które czêsto skutkuje ich niepe³nosprawnoœci¹, a nawet ich utrat¹. Wykazano, ¿e

dostarczenie zrekombinowanego bia³ka czynnika wzrostu œródb³onka naczyniowe-

go (VEGF), lub jego genu, pobudza arteriogenezê i kapilarn¹ angiogenezê u zwie-

rz¹t dotkniêtych tym schorzeniem. Do tego celu równie¿ zastosowano wektory

AAV, które skutecznie transdukuj¹ miêœnie szkieletowe i umo¿liwiaj¹ d³ugotrwa³¹
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ekspresjê transgenu. Wewn¹trztêtniczy transfer AAV-VEGF(165) normalizuje niedo-

bór tlenu w miêœniach i prowadzi do arteriogenezy u szczurów z powa¿nym niedo-

tlenieniem koñczyn tylnych (41).

Prawdopodobnie terapia genowa bêdzie mia³a ogromne znaczenie w leczeniu

chorób sercowo-naczyniowych. W badaniach nad skutecznoœci¹ wektorów AAV

w przenoszeniu genu lacZ do serca wykazano, ¿e transfer genu zale¿ny jest od daw-

ki wektorów AAV-lacZ. Stwierdzono te¿, ¿e ekspresja genu nie zmniejszy³a siê na-

wet po up³ywie szeœædziesiêciu dni, na co pozytywny wp³yw mia³ brak odpowiedzi

immunologicznej. Mo¿na wnioskowaæ, ¿e wektory AAV daj¹ mo¿liwoœæ skuteczne-

go i jednostajnego transferu genów do miêœnia sercowego w modelu recyrkulacji

wieñcowej (8,42).

Terapiê genow¹ z zastosowaniem wektorów AAV próbuje siê zastosowaæ rów-

nie¿ w leczeniu tak ró¿norodnych chorób jak: jaskry (10), cukrzycy (przez wprowa-

dzenie genu koduj¹cego insulinê) (43), choroby Fabry’ego (44), udaru mózgu (45),

chorób neuronów ruchowych np. ALS (18), przewlek³ej bia³aczki limfocytarnej (46),

mukowiscydozy (ma³o skuteczne) (47), g³uchoty (48), reumatoidalnego zapalenia

stawów (49) czy chorób miêœni (21,50).

Transfer genów za poœrednictwem AAV mo¿e byæ tak¿e wykorzystany w celu

zniesienia chronicznego bólu po uszkodzeniach uk³adu nerwowego (51) oraz do ko-

rekcji uszkodzeñ w podjednostce E1alfa kompleksu dehydrogenazy pirogroniano-

wej (52).

5.1. Wektory AAV w leczeniu nowotworów

Osobnym zagadnieniem jest wykorzystanie AAV jako wektorów w leczeniu no-

wotworów. Zahamowanie angiogenezy nowotworowej uzyskuje siê wprowadzaj¹c

do komórek œródb³onka lub guza nowotworowego, np. gen endostatyny, której pro-

dukt zwiêksza skutecznoœæ radioterapii oraz hamuje proliferacjê i migracjê komó-

rek œródb³onka (53,54).

Wektory AAV stosowane s¹ nie tylko do wprowadzania genów terapeutycznych,

ale równie¿ genów zabójców. W tym przypadku do komórek nowotworowych do-

starcza siê wektor AAV z wklonowanym genem kinazy tymidynowej wirusa opryszcz-

ki (HSV-tk), eksponuj¹c je równoczeœnie na dzia³anie leków: acyklowiru lub gancy-

klowiru (GCV). Transfer genów za pomoc¹ AAV jest specyficzny. Poniewa¿ u¿ywane

leki aktywowane s¹ poprzez produkt genu HSV-tk, zniszczeniu ulegaj¹ te komórki,

które zainfekowane zosta³y przez AAV. Metoda ta okaza³a siê szczególnie skuteczna

w przypadku komórek miêsaka HS-1 i HT1080, co jest wa¿ne ze wzglêdu na to, ¿e

komórki te s¹ ma³o podatne na chemioterapiê. Wektor AAV-2 bardzo wydajnie

transdukowa³ komórki HS-1 i HT1080 (ponad 90%). Wszystkie transdukowane ko-

mórki zginê³y ju¿ przy zastosowaniu takich dawek leku, przy których normalnie

prze¿ywa³o ponad 90% komórek.
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W innym przypadku po³¹czono dzia³anie HSV-tk wprowadzonej przez wektor

AAV (AAVtk), gancyklowiru oraz promieniowania gamma. Sposób ten okaza³ siê sku-

teczny w niszczeniu komórek raka krtani i HeLa. Zalet¹ kombinacji AAVtk/GCV z ra-

dioterapi¹ jest nie tylko du¿a skutecznoœæ, ale te¿ zmniejszenie toksycznoœci obu

czynników (31,55,56).

5.2. Wykorzystanie AAV w terapiach immunologicznych

Wirusy AAV mog¹ tak¿e s³u¿yæ do przenoszenia genów koduj¹cych cz¹steczki li-

ganda CD40 (CD40L) do limfocytów. Limfocyty B pozbawione tej cz¹steczki nie s¹

zdolne do skutecznej aktywacji limfocytów T, co jest przyczyn¹ chronicznej bia³acz-

ki limfocytarnej (CLL). Defekt ten mo¿na czêœciowo korygowaæ w³aœnie przez gene-

tyczny transfer CD40L do limfocytów B. Próbowano zastosowaæ do tego celu adeno-

wirusy, ale niezbêdna do ich transdukcji okaza³a siê wysoka koncentracja cz¹stek

wirusowych na komórkê (wielokrotnoœæ infekcji do 2000) ze wzglêdu na brak recep-

tora umo¿liwiaj¹cego wi¹zanie adenowirusów do limfocytów B. Ponadto mo¿liwe

jest, ¿e adenowirusowe struktury w³ókniste powoduj¹ niespecyficzn¹ stymulacjê

immunologiczn¹. Dziêki swoim unikatowym w³aœciwoœciom, równie¿ w tym przy-

padku AAV sta³y siê obiektem zainteresowania jako potencjalne wektory. Do nie-

dawna transdukcja wadliwych limfocytów B (B-CLL) za ich pomoc¹ by³a ma³o efek-

tywna, ze wzglêdu na niski poziom ekspresji transgenu. Ostatnie ulepszenia, m.in.

wprowadzenie plazmidu koduj¹cego produkty genów adenowirusowych (jako wiru-

sa pomocniczego) umo¿liwi³y stworzenie skutecznych i wolnych od samych adeno-

wirusów wektorów rAAV. W przeprowadzonych badaniach w aktywacji limfocytów

T poœredniczy³y g³ównie limfocyty B-CLL aktywowane poprzez inkubacjê z komórka-

mi transdukowanymi. Przypomina to sytuacjê szczepienia in vivo, gdzie liczba nie

zainfekowanych komórek B-CLL znacznie przewy¿sza³aby liczbê komórek transdu-

kowanych. Zastosowanie tego bezpiecznego systemu wektorowego, jak siê wydaje,

nast¹pi ju¿ w bliskiej przysz³oœci (57).

Receptory NMDA4 odgrywaj¹ w mózgu wa¿n¹ rolê, wp³ywaj¹c na jego plastycz-

noœæ i rozwój, a jednoczeœnie poœrednicz¹ w uszkodzeniach neuronowych zwi¹za-

nych z licznymi schorzeniami neurologicznymi, jak udarem, epilepsj¹, demencj¹

i chorobami neurodegeneratywnymi. Liczne próby maj¹ce na celu wprowadzenie

farmakologicznych antagonistów receptora NMDA nie da³y oczekiwanych rezulta-

tów, poniewa¿ ich skutecznoœæ by³a niewielka, ponadto mia³y szkodliwe dzia³ania

uboczne. Receptory NMDA sk³adaj¹ siê z trzech rodzajów podjednostek (NR1, NR2

i NR3A), tworz¹cych heterooligomeryczne kompleksy. Podjednostki NR1 s¹ niezbêd-

ne dla funkcji receptorów NMDA, podczas gdy pozosta³e podjednostki modyfikuj¹

w³aœciwoœci receptora. Alternatywnym podejœciem do zantagonizowania recepto-

rów NMDA mo¿e byæ wywo³anie humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej

przeciwko podjednostce NR1 tego receptora. Takie przeciwcia³a w normalnych wa-
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runkach nie powinny penetrowaæ do centralnego uk³adu nerwowego, nie mia³yby

zatem toksycznego dzia³ania, natomiast w nastêpstwie urazu mózgu mog³yby sku-

teczniej dostawaæ siê do mózgu, zantagonizowaæ receptor NMDA i os³abiæ uszko-

dzenia powsta³e za poœrednictwem tego receptora. Równie¿ w tym przypadku opty-

malnymi wektorami s¹, jak siê wydaje, AAV (58).

Wektory na bazie AAV próbuje siê tak¿e wykorzystaæ przy produkcji szczepio-

nek (59). Genetyczna immunizacja polega na dostarczeniu genu koduj¹cego odpo-

wiedni antygen do docelowych komórek gospodarza, w celu wywo³ania humoralnej

b¹dŸ komórkowej odpowiedzi immunologicznej.

Rak szyjki macicy jest jedn¹ z najbardziej rozpowszechnionych chorób na œwie-

cie, co roku diagnozowanych jest pó³ miliona nowych przypadków. Dominuj¹cym

czynnikiem etiologicznym dla tego typu nowotworu jest ludzki papillomawirus typu

16 (HPV-16), przenosz¹cy trzy transformuj¹ce onkogeny- E5, E6 i E7. Ich produkty s¹

zatem unikatowymi antygenami nowotworowymi i mog¹ byæ u¿ywane jako szcze-

pionki. Opracowywane s¹ ró¿ne strategie szczepienia, przy u¿yciu wektorów wiru-

sowych (wirusy vaccinia i ¿ó³taczki typu B) oraz niewirusowych. Wektory AAV ³¹cz¹

w sobie najlepsze cechy obu grup. Jedynym wirusowym DNA, które musi byæ zawar-

te w takim wektorze s¹ 145-zasadowe koñcowe powtórzenia. Dziêki temu jedynym

genem przenoszonym przez wektor AAV i ulegaj¹cym ekspresji jest wklonowany an-

tygen. Co wiêcej, u¿ycie tego wektora nie jest zwi¹zane z siln¹ komórkow¹ odpo-

wiedzi¹ immunologiczn¹ przeciwko transdukowanym komórkom, co pozwala na

d³ugotrwa³¹ ekspresjê przeniesionego genu (60).

Ju¿ od wielu lat liczne grupy naukowców prowadz¹ badania maj¹ce na celu opra-

cowanie szczepionki przeciwko HIV. Próbuje siê to osi¹gn¹æ na wiele sposobów,

równie¿ z udzia³em AAV. Tworzone s¹ wektory rAAV przenosz¹ce gen env wirusa

HIV, zawieraj¹ce geny Rep i Cap oraz koñcowe powtórzenia AAV. Dodatkowo, za-

miast wirusa pomocniczego dodawane s¹ geny E2A, E4 oraz VA adenowirusa. W ba-

daniach przeprowadzonych na myszach, wektory te znacznie wzmocni³y humoraln¹

odpowiedŸ immunologiczn¹ (61,62). Inn¹ szczepionk¹ jest plazmid koduj¹cy gen

env opatrzony promotorem CMV. W³¹czenie koñcowych powtórzeñ o odwróconej

polarnoœci pochodz¹cych z DNA AAV do rejonu regulatorowego tego plazmidu

zwiêksza ekspresjê transgenu i immunogennoœæ szczepionki (63).

Kolejne mo¿liwoœci otworz¹ siê w chwili, kiedy wektory AAV zostan¹ zastosowa-

ne do genetycznej modyfikacji komórek dendrycznych. Komórki te pe³ni¹ podsta-

wow¹ rolê w odpowiedzi immunologicznej, jako komórki prezentuj¹ce antygeny.

Dostarczenie genów koduj¹cych antygeny do komórek dendrycznych skutkuje d³u-

gotrwa³¹ ekspresj¹ antygenu oraz pozwala na modulacjê receptorów komórkowych

i wydzielanie cytokin przez te komórki. Co wa¿ne, transdukcja komórek dendrycz-

nych za pomoc¹ zrekombinowanych AAV w warunkach in vitro nie wp³ywa na ¿ywot-

noœæ, fenotyp ani funkcje immunologiczne tych komórek. Metoda ta mo¿e przyczy-

niæ siê do z³agodzenia szerokiego wachlarza stanów chorobowych: nowotworów,

zapaleñ, autoimmunizacji i alergii (64-68).
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Lista schorzeñ, w leczeniu lub zapobieganiu którym próbuje siê zastosowaæ

wektory na bazie AAV, jak widaæ jest d³uga. Rezultaty wielu badañ s¹ obiecuj¹ce,

niektóre s¹ ju¿ w fazie klinicznej. Wszystko wskazuje zatem na to, ¿e terapia geno-

wa z zastosowaniem wektorów AAV bêdzie odgrywaæ znaczn¹ rolê w medycynie ju¿

w niedalekiej przysz³oœci.

6. Uwagi koñcowe

Wirusy typu DNA, tj. adenowirusy, wirusy herpes czy AAV s¹ szeroko stosowane

w biotechnologii jako wektory do wprowadzania obcych genów do komórek ludz-

kich. Decyduje o tym ich specyficzny tropizm do komórek okreœlonych typów, jak

równie¿ mo¿liwoœæ zast¹pienia genów wirusowych genem terapeutycznym. Wirusy

te wywo³uj¹ jednak niekiedy niepo¿¹dane skutki uboczne, np. wykazuj¹ w³aœciwo-

œci immunogenne i s¹ toksyczne dla organizmu. Dlatego do transferu obcych genów

próbuje siê tak¿e zastosowaæ liposomy. S¹ to sztucznie otrzymywane mikroskopij-

ne pêcherzyki lipidowe, które mo¿na wype³niaæ substancjami, które chcielibyœmy

wprowadziæ do komórki. Efekt specyficznego ich kierowania do komórek docelo-

wych mo¿na osi¹gn¹æ w wyniku modyfikacji ich parametrów fizycznych, tj. wielkoœ-

ci, wra¿liwoœci na pH, temperaturê lub po wprowadzeniu na ich powierzchniê cz¹s-

teczek, które reaguj¹ specyficznie z komórk¹ docelow¹, podobnie jak wirusy. B³ony

liposomów mo¿na tak modyfikowaæ, ¿e nie bêd¹ mia³y w³aœciwoœci immunogennych

i nie bêd¹ toksyczne dla organizmu, a równoczeœnie, podobnie jak wirusy, bêd¹ wy-

kazywaæ specyficzny tropizm do okreœlonych komórek.

Skróty:
1) CK6 – promotor cytokeratyny, specyficzny dla miêœni

2) MCK – promotor miêœniowej kinazy kreatyninowej, specyficzny dla miêœni

3) CC10 – promotor specyficzny dla p³uc (pochodzi z genu bia³ka clara cell 10 kDa)

4) NMDA – kana³ wapniowy, receptor kwasu glutaminowego (mo¿na go naœladowaæ N-metylo-

-D-asparaginianem, st¹d nazwa)
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