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S u m m a r y

This paper reviews the principles of the AAV vectors’ generation. It de-
scribes various methods for their production and purification, as well as ways
for increasing the efficiency and selectivity of the transduction by means of
capsid modifications and use of various AAV serotypes. The second part of the
article briefs clinical trials carried out so far with the use of the AAV vectors,
particularly emphasizing the differences between feasibilities of vectors based
on AAV and other virus types.
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1. Wstêp

Wirusami towarzysz¹cymi adenowirusom (AAV, ang. adeno-

-associated virus), zaka¿ona jest wiêkszoœæ populacji ludzkiej po-
wy¿ej 10 roku ¿ycia. Zaka¿enie to nie wywo³uje jednak stanu za-
palnego, a immunogennoœæ tych wirusów ograniczona jest jedy-
nie do indukcji produkcji przeciwcia³ skierowanych przeciw
bia³kom ich kapsydu (1). Obecnoœæ AAV stwierdzono w drogach
rodnych kobiet, które dozna³y poronienia w pierwszym tryme-
strze ci¹¿y, a tak¿e w nasieniu niektórych bezp³odnych mê¿-
czyzn. W ¿adnym z tych przypadków nie wykazano jednak, ¿e to
zaka¿enie wirusem by³o bezpoœredni¹ przyczyn¹ patologii.

Brak dowodów na chorobotwórczoœæ AAV oraz ich niska im-
munogennoœæ zwróci³y uwagê naukowców na mo¿liwoœæ wyko-
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rzystania tych wirusów jako potencjalnych wektorów w terapii genowej. Dodatko-
wym atutem AAV jest fakt, ¿e – w przeciwieñstwie do retrowirusów – s¹ w stanie
infekowaæ komórki dziel¹ce siê bardzo wolno, jak œródb³onek naczyniowy, lub nie
dziel¹ce siê, jak neurony czy miêœnie szkieletowe. Istotn¹ cech¹ odró¿niaj¹c¹ AAV
od retrowirusów jest fakt, ¿e jeœli wbudowuj¹ siê do genomu cz³owieka, to tylko
w œciœle okreœlonej lokalizacji na 19 chromosomie, która zosta³a nawet nazwana
AAVS1 (ang. AAV integration site-1).

2. Struktura i natura wirusów AAV

Materia³em genetycznym AAV jest jednoniciowy DNA o d³ugoœci oko³o 4700 za-
sad, co z punktu widzenia terapii genowej stanowi ich wadê, gdy¿ ogranicza wiel-
koœæ terapeutycznego genu, jaki mo¿na w nich umieœciæ. Na obu koñcach genomu
znajduj¹ siê tzw. odwrócone powtórzenia koñcowe (ITR ang. inverted terminal repe-

ats) (rys. 1), które funkcjonuj¹ jako miejsce inicjacji replikacji, miejsce kieruj¹ce in-
tegracj¹ z genomem gospodarza, oraz jako sygna³ pakowania do kapsydu. Pomiêdzy
sekwencjami ITR znajduj¹ siê dwie otwarte ramki odczytu. Jedna z nich (gen cap) ko-
duje trzy bia³ka kapsydu o nak³adaj¹cej siê sekwencji, a druga (gen rep) – bia³ka
niezbêdne (lecz niewystarczaj¹ce) do replikacji i sk³adania wirusa.

Do dziœ poznano 11 serotypów AAV, ró¿ni¹cych siê powszechnoœci¹ wystêpowa-
nia oraz typem komórek, które infekuj¹. Najczêœciej wykorzystywany w badaniach
serotyp drugi (AAV2) wnika efektywnie do neuronów i miêœni szkieletowych, AAV8
– do hepatocytów, serotypy AAV1 i AAV7 skutecznie infekuj¹ miêœnie szkieletowe,
podczas gdy do infekcji œródb³onka najlepszy jest prawdopodobnie serotyp AAV5.
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Rys. 1. Schemat budowy genomu AAV. Genom wirusa AAV sk³ada siê z dwóch otwartych ramek od-
czytu rep oraz cap, których ekspresja prowadzi do powstania czterech funkcjonalnych bia³ek Rep oraz
trzech bia³ek VP buduj¹cych kapsyd wirusa. Geny rep i cap le¿¹ miêdzy dwoma odwróconymi powtórze-
niami koñcowymi (ITR).



Na szczególn¹ uwagê zas³uguje serotyp AAV9, który, jak siê wydaje, transdukuje
z du¿¹ wydajnoœci¹ prawie wy³¹cznie komórki miêœnia sercowego. Zjawisko to mia-
³oby ogromne znaczenie dla potencjalnej terapii genowej ró¿nych chorób serca.

Wirusy AAV nale¿¹ do grupy Dependovirus, co oznacza, ¿e nie s¹ w stanie namna-
¿aæ siê w komórkach, które nie zosta³y wystawione na dzia³anie czynnika stresogen-
nego. Dlatego te¿ – w porównaniu z innymi wektorami wirusowymi – ich produk-
cja powoduje dodatkowe trudnoœci. Najlepiej poznanym czynnikiem pozwalaj¹cym
na namna¿anie AAV jest jednoczesna infekcja adenowirusem – st¹d nazwa „wirusy
towarzysz¹ce adenowirusom” (3).

3. Wektory AAV – produkcja i oczyszczanie

Ogólna strategia produkcji wektorów AAV jest taka sama, jak w przypadku in-
nych wektorów wirusowych. Wykorzystywane do tworzenia wektorów komórki pa-
kuj¹ce musz¹ produkowaæ bia³ka strukturalne wirusa oraz bia³ka funkcjonalne, bio-
r¹ce udzia³ w replikacji genomu wirusa i procesie sk³adania dojrza³ych wirionów.
Wybrany gen (reporterowy lub terapeutyczny) zlokalizowany jest in cis (tzn. na tej
samej cz¹steczce DNA) wzglêdem sekwencji pakuj¹cej. W przypadku wektorów AAV
za pakowanie odpowiedzialne s¹ sekwencje ITR, a transgen musi zostaæ umieszczo-
ny metodami in¿ynierii genetycznej pomiêdzy dwiema takimi sekwencjami.

Pierwotn¹ strategi¹ produkcji wektorów AAV by³a kotransfekcja komórek pa-
kuj¹cych dwoma plazmidami (jednym z genem oflankowanym sekwencjami ITR,
drugim z genami rep i cap) przy jednoczesnej infekcji ma³¹ iloœci¹ dzikich adenowi-
rusów (rys. 2A). Uda³o siê ustaliæ, ¿e spoœród wszystkich genów adenowirusa, tylko
cztery s¹ zasadnicze w procesie dojrzewania wirusów AAV. Od tej pory zaczêto sto-
sowaæ now¹ strategiê: zamiast zaka¿aæ komórki adenowirusami (co mog³o powodo-
waæ póŸniejsze zanieczyszczenie tymi wirusami), wprowadzono kotranfekcjê komó-
rek pakuj¹cych trzema plazmidami, gdzie trzeci plazmid zawiera³ niezbêdne geny
adenowirusowe (rys. 2B). Obecnie istnieje komercyjnie dostêpny system produkcji
wektorów AAV wykorzystuj¹cy komórki nazwane AAV-293 (AAV Helper-Free System,

Stratagene) (zob. (4)). Komórki te wykazuj¹ stabiln¹ ekspresjê jednego z genów ade-
nowirusa, dziêki czemu nadaj¹ siê równie¿ do produkcji wektorów adenowiruso-
wych pierwszej generacji (zob. (5)). Skonstruowano równie¿ plazmid pDG, który za-
wiera w sobie jednoczeœnie geny rep i cap wirusa AAV oraz pomocnicze geny adeno-
wirusa (4,6) (rys. 2C).

Po wyprodukowaniu wektorów AAV przez komórki pakuj¹ce, najprostsz¹ me-
tod¹ ich wykorzystania jest u¿ycie nieoczyszczonych lizatów komórkowych. W liza-
tach takich zawarte s¹ jednak wszystkie rozpuszczalne w wodzie sk³adniki cytopla-
zmy komórki, które mog¹ wywieraæ niepo¿¹dany wp³yw na infekowane komórki
i zaburzaæ wyniki eksperymentu in vitro (4). Pierwsz¹ metod¹ stosowan¹ do oczysz-
czania wirusów i wektorów AAV by³o ultrawirowanie w gradiencie gêstoœci chlorku
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Rys. 2. Strategie produkcji wektorów AAV. Do komórek pakuj¹cych (kp), wykazuj¹cych stabiln¹ eks-
presjê genu E1 adenowirusa wprowadza siê geny potrzebne do produkcji wektorów AAV; (A) na jednym
plazmidzie podaje siê gen reporterowy lub terapeutyczny, na drugim – geny wirusa AAV jednoczeœnie
infekuj¹c komórki ma³ymi iloœciami adenowirusa (Ad); (B) stosuje siê te same dwa plazmidy, co poprzed-
nio, a zamiast wirusa pomocniczego transfekuje siê komórki trzecim plazmidem zawieraj¹cym niezbêd-
ne geny adenowirusa; (C) uproszczenie poprzedniej strategii, w którym wszystkie geny, oprócz genu te-
rapeutycznego/reporterowego, umieszczone s¹ na jednym plazmidzie.



cezu (7). Metoda ta jest jednak bardzo czasoch³onna i pracoch³onna, a u¿ywany
chlorek cezu mo¿e byæ toksyczny, st¹d tak oczyszczone wirusy nie nadawa³yby siê
do u¿ycia w klinice. Dlatego opracowano metodê oczyszczania poprzez ultrawiro-
wanie w gradiencie gêstoœci jodiksanolu (8), który nie jest toksyczny (4).

W przypadku produkcji wektorów opartych na serotypie 2 mo¿na wykorzystaæ
równie¿ oczyszczanie wektorów na kolumnie z heparyn¹, gdy¿ serotyp ten posiada
wysokie do niej powinowactwo (4). Dla serotypu 5, który wykazuje silne powino-
wactwo do kwasów sjalowych, wykorzystano podobn¹ metodê, tzn. chromatografiê
powinowactwa na kolumnach wype³nionych mucyn¹, bia³kiem o du¿ej zawartoœci
reszt kwasu sjalowego.

4. Nakierowywanie wektorów AAV na wybrane typy komórek

Wspomniano, ¿e poszczególne serotypy wirusów AAV (a co za tym idzie – wek-
tory oparte na tych serotypach) infekuj¹ ró¿ne typy komórek z ró¿n¹ wydajnoœci¹.
Celem terapii genowej mo¿e byæ modyfikacja okreœlonej tkanki. W takim przypadku
potrzebne s¹ wektory infekuj¹ce wybiórczo dany rodzaj komórek. Jeœli wirusy takie
nie wystêpuj¹ naturalnie, mo¿liwe jest stworzenie wektorów zmodyfikowanych tak,
by selektywnie i wydajnie transdukowa³y wybrane typy komórek.

Pierwsze takie noœniki stworzono w 1998 r. (9). Do genu koduj¹cego bia³ko kap-
sydu wirusa AAV, metodami in¿ynierii genetycznej wprowadzono sekwencjê ko-
duj¹c¹ fragment scFv przeciwcia³a, rozpoznaj¹cego antygen powierzchniowy komó-
rek docelowych (rys. 3A). Efektywnoœæ i specyficznoœæ infekcji zosta³a zwiêkszona,
jednak zmodyfikowane wektory powstawa³y w bardzo niskich mianach (rzêdu 100
wirusów na mL). Opracowano równie¿ kilka metod, które nie wymaga³y ani znajo-
moœci dok³adnej struktury bia³ek kapsydu AAV, ani te¿ ich genetycznych modyfika-
cji. Jedn¹ z nich by³o stworzenie dwuswoistych przeciwcia³, które z jednej strony
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Rys. 3. Metody nakierowywania wektorów AAV. Opis w tekœcie. b – biotyna; bf – bia³ko fuzyjne;
bk – b³ona komórkowa; bsMAb – dwuswoiste przeciwcia³o monoklonalne; IgBM – motyw wi¹¿¹cy
przeciwcia³a; ip – insert peptydowy; MAb – przeciwcia³o monoklonalne; rp – receptor pierwotny; rw
– receptor wtórny; scFv, jedno³añcuchowa czêœæ zmienna przeciwcia³a; objaœnienia w tekœcie.



rozpoznawa³y kapsyd wektora, a z drugiej antygen powierzchniowy docelowych ko-
mórek (rys. 3B). W 1999 r. zwiêkszono tym sposobem efektywnoœæ transdukcji ko-
mórek wektorami AAV 70-krotnie (10).

Kolejna pomys³owa strategia bazowa³a na modyfikacji kapsydu wektora AAV po-
przez chemiczn¹ biotynylacjê (11). Takie wektory przed podaniem komórkom inku-
bowano z bia³kiem fuzyjnym sk³adaj¹cym siê z awidyny oraz czynnika wzrostu na-
b³onka (EGF). Docelowe komórki wykazywa³y wysok¹ ekspresjê receptora dla EGF,
dziêki czemu zmodyfikowane wektory skutecznie do nich wnika³y (rys. 3C). Inna
metoda, opisana w 2004 r. polega³a na stworzeniu wektorów, których kapsyd sk³a-
da³ siê z bia³ek ró¿nych serotypów (rys. 3D), a powsta³e wektory infekowa³y niektó-
re linie skuteczniej ni¿ oba serotypy rodzicielskie (12).

W latach 1999-2003 ró¿ne grupy badawcze próbowa³y poznaæ strukturê bia³ka
kapsydu wirusa AAV2. Dokonywano tego g³ownie poprzez porównywanie sekwencji
tego bia³ka z sekwencjami analogicznych bia³ek z innych parwowirusów, których
struktura krystaliczna zosta³a ju¿ poznana. Na podstawie otrzymanych wyników wnio-
skowano, które sekwencje bia³ka kapsydu AAV s¹ najprawdopodobniej wyeksponowa-
ne na powierzchni wirionu i te obszary by³y modyfikowane. Jednym z najwa¿niejszych
wyników tych badañ, by³o ustalenie, które reszty aminokwasowe odpowiedzialne s¹
za wi¹zanie proteoglikanu siarczanu heparanu (HSPG) – pierwotnego receptora AAV2
(13). Wymiana tych reszt powodowa³a utratê powinowactwa powsta³ych wektorów do
HSPG (14). By³o to odkrycie wa¿ne, pozwalaj¹ce na zwiêkszenie skutecznoœci infekcji.
B³onowa forma HSPG funkcjonuje bowiem jako receptor, ale forma pozakomórkowa
HSPG, wi¹¿¹c wektory, uniemo¿liwia ich dotarcie do powierzchni komórki (15). Utrata
zdolnoœci wi¹zania do HSPG jest, jak siê wydaje, równie¿ wa¿na przy potencjalnym za-
stosowaniu wektorów AAV w terapii genowej. Ostatnio zasugerowano, ¿e wi¹zanie
HSPG jest czynnikiem u³atwiaj¹cym endocytozê wirusów AAV przez komórki dendry-
tyczne i prezentacjê antygenów ich kapsydu limfocytom T, co indukuje odpowiedŸ im-
munologiczn¹ (16). Mo¿liwe zatem, ¿e zastosowanie w przysz³oœci wektorów zmody-
fikowanych w taki sposób, aby nie mia³y powinowactwa do HSPG, jeszcze bardziej
zmniejszy ich immunogennoœæ, a zwiêkszy wydajnoœæ transdukcji.

Kolejne odkrycia dotycz¹ce kapsydu AAV2 by³y zwi¹zane z pierwszymi udanymi
próbami nakierowania tych wirusów na wybrane komórki. Do bia³ek znajduj¹cych
siê na powierzchni wirusa, najczêœciej w miejsce aminokwasu 587, wprowadzano
inne reszty aminokwasowe, tak by bia³ka by³y rozpoznawane przez receptory b³o-
nowe komórek (rys. 3E). Tak zmodyfikowane wektory podawano nastêpnie komór-
kom wykazuj¹cym wysok¹ ekspresjê danego receptora, co skutecznie zwiêksza³o
infekcyjnoœæ i specyficznoœæ zmodyfikowanych wirusów (14).

W 2002 r. ustalono strukturê krystaliczn¹ bia³ka kapsydu AAV (17). Na podstawie
tego odkrycia potwierdzono wyniki opisanych doœwiadczeñ. Pozycja 587, w okoli-
cach której badacze najczêœciej wstawiali dodatkowe aminokwasy, faktycznie by³a
bardzo dobrze wyeksponowana na powierzchni kapsydu, a s¹siednie aminokwasy
zasadowe istotnie przyczynia³y siê do wi¹zania heparyny i HSPG (17).
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Ciekaw¹ prób¹ nakierowania wektorów AAV na wybrane komórki by³o wbudo-
wanie domeny odpowiedzialnej za wi¹zanie immunoglobulin IgG, w miejsce amino-
kwasu 587 bia³ka kapsydu (18). Tak zmodyfikowane wirusy, po inkubacji z IgG roz-
poznaj¹c¹ antygen charakterystyczny dla wybranych komórek mog¹ infekowaæ je
o wiele skuteczniej (rys. 3F). Zalet¹ tego systemu jest uniwersalnoœæ, gdy¿ ten sam
wektor po inkubacji z ró¿nymi IgG mo¿na wykorzystywaæ do selektywnej transduk-
cji ró¿nych typów komórek. Niestety, wprowadzenie do genu cap sekwencji ko-
duj¹cej domenê wi¹¿¹c¹ IgG znacznie upoœledza³o pakowanie DNA do kapsydów,
powoduj¹c powstawanie pustych wektorów. Z tego powodu strategia ta nie zapew-
nia³a wy¿szej ekspresji transgenu, ni¿ u¿ycie wektorów niemodyfikowanych (18).

Po ustaleniu, ¿e pozycja 587 bia³ka kapsydu AAV mo¿e byæ u¿yta do insercji pep-
tydów bez obni¿enia iloœci i infekcyjnoœci produkowanych wektorów, postanowio-
no umieszczaæ w niej sekwencje aminokwasowe wybrane metod¹ ekspresji fagowej
(rys. 3E). W ten sposób wyodrêbniono np. sekwencjê peptydow¹ SIGYPLP, która
wi¹za³a siê do komórek œródb³onka ¿y³y pêpowinowej (HUVEC). Jej wstawienie do
kapsydu wektorów AAV zwiêkszy³o specyficznoœæ transdukcji œródb³onków in vitro,
a podanie takich wektorów myszom zaowocowa³o specyficzn¹ ekspresj¹ transgenu
w komórkach œródb³onka naczyñ ¿ylnych (19). Z u¿yciem tej samej metody wypro-
dukowano równie¿ wirusy efektywniej transdukuj¹ce komórki miêœni g³adkich ¿y³y
udowej (20).

5. Przyk³ady zastosowañ wektorów AAV w terapii genowej u zwierz¹t

Integracja wirusów AAV z genomem gospodarza w œciœle okreœlonej pozycji
AAVS1 na chromosomie 19, wymaga obecnoœci bia³ka Rep78, kodowanego przez
genom dzikiego wirusa. Jednak podczas produkcji wektorów wirusowych pozosta-
wia siê tylko sekwencje ITR. W efekcie wektory AAV po zaka¿eniu docelowych ko-
mórek nie produkuj¹ bia³ka Rep78. W tej sytuacji integracja zdarza siê rzadko i na-
stêpuje w miejscach przypadkowych. Niska czêstoœæ przypadkowej integracji stano-
wi zaletê wektorów AAV, gdy¿ zmniejsza ryzyko transformacji nowotworowej. Do
tej pory nie stwierdzono przypadków powstawania nowotworów po zastosowaniu
wektorów AAV w próbach prowadzonych na zwierzêtach (21). Istniej¹ jednak sytu-
acje, gdy integracja genomowa by³aby zjawiskiem wrêcz po¿¹danym, oczywiœcie
pod warunkiem, ¿e zachodzi³aby nieprzypadkowo. Przyk³adowo, gdy komórki wy-
magaj¹ce modyfikacji genetycznej s¹ komórkami intensywnie dziel¹cymi siê, episo-
malna ekspresja transgenu spowoduje, ¿e wraz z kolejnymi mitozami, gen ten bê-
dzie wystêpowa³ coraz mniej licznie, a¿ w koñcu jego ekspresja zaniknie. Integracja
zapewnia³aby d³ugotrwa³¹ ekspresjê transgenu.

Ukaza³o siê ju¿ wiele publikacji wykazuj¹cych skuteczne dzia³anie terapii geno-
wej z wykorzystaniem wektorów AAV na zwierzêcych modelach chorób. W jednym
z eksperymentów myszom wszczepiano podskórnie komórki raka jajnika, a nastêp-
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nie podawano im wektory AAV z genem rozpuszczalnej formy receptora typu 1 dla
czynnika wzrostu œródb³onka naczyñ (VEGF) (22). VEGF jest bia³kiem odpowiedzial-
nym za indukcjê wzrostu nowych naczyñ, równie¿ tych od¿ywiaj¹cych nowotwory.
Rozpuszczalny receptor dzia³a jak pu³apka wychwytuj¹ca VEGF, uniemo¿liwiaj¹c ak-
tywowanie angiogenezy i hamuj¹c wzrost guza. U leczonych w ten sposób myszy za-
obserwowano istotne statystycznie spowolnienie rozwoju nowotworu w porówna-
niu z myszami kontrolnymi, które otrzymywa³y AAV z genem reporterowym. W in-
nych badaniach z wykorzystaniem wektorów AAV5 uda³o siê zmniejszyæ stan zapal-
ny w chorobie reumatoidalnej u szczurów (23). W chorobie tej istotnym bia³kiem
odpowiedzialnym za przebieg zapalenia jest czynnik transkrypcyjny NF�B, który
normalnie jest blokowany przez nieufosforylowany inhibitor. Fosforylacja inhibitora
przez specyficzn¹ kinazê prowadzi do uwolnienia NF�B, który migruje do j¹dra ko-
mórkowego, gdzie aktywuje geny koduj¹ce cytokiny prozapalne. W opisanych bada-
niach do stawów zwierz¹t podano w wektorach AAV zmutowan¹, nieaktywn¹ i ge-
netycznie dominuj¹c¹ formê genu kinazy inhibitora NF�B. W komórkach maziowych
nie dochodzi³o wiêc do fosforylacji inhibitora NF�B, a tym samym nie nastêpowa³a
produkcja cytokin prozapalnych. W tej samej pracy autorzy przedstawili równie¿
wyniki wskazuj¹ce, ¿e AAV5 skutecznie infekuje komórki ludzkiej maziówki (23).
Mo¿liwe zatem, ¿e w przysz³oœci wykorzystanie serotypu 5 wektorów AAV kodu-
j¹cych nieaktywn¹ kinazê inhibitora NF�B stanie siê skuteczn¹ terapi¹ reumatoidal-
nego zapalenia stawów. W innej pracy opisano próbê z³agodzenia przebiegu choro-
by Alzheimera w modelu mysim (24). W tym celu podano w wektorach AAV frag-
ment scFv przeciwcia³a wi¹¿¹cego bia³ko beta amyloidu – g³ównego sprawcy dege-
neracji neuronów w tej chorobie. Po takiej interwencji stwierdzono u leczonych my-
szy znacznie mniejsze z³ogi �-amyloidu ni¿ u zwierz¹t kontrolnych. Stosuj¹c wekto-
ry AAV, uda³o siê równie¿ zahamowaæ u myszy rozwój mia¿d¿ycy (25). Wykorzysta-
no w tym celu zwierzêta z wy³¹czonym genem apolipoproteiny E (apoE). U myszy
kontrolnych mia¿d¿yca rozwija³a siê w bardzo szybkim tempie, jednak u zwierz¹t,
którym podano gen apoE w wektorach AAV, blaszki mia¿d¿ycowe w ogóle nie po-
wsta³y.

Ukaza³o siê równie¿ wiele prac poœwiêconych terapiom hemofilii w modelach
zwierzêcych. W pracach tych opisane jest leczenie zarówno hemofilii typu A jak i B,
zastosowanie wektorów AAV o ró¿nych serotypach, podawanie wektorów ró¿nymi
drogami, a badania prowadzone s¹ na ró¿nych gatunkach zwierz¹t, od myszy, przez
psy (traktowane ju¿ jako „du¿y” model zwierzêcy), po naczelne (26). Badania te
przynios³y bardzo obiecuj¹ce wyniki. U zwierz¹t zaobserwowano wzrost poziomu
terapeutycznych bia³ek w surowicy oraz ogóln¹ poprawê parametrów krzepliwoœci
krwi i co najwa¿niejsze – znaczne zmniejszenie czêstoœci krwawieñ. Wykazano, ¿e
ekspresja transgenów mo¿e utrzymywaæ siê na terapeutycznym poziomie nawet
przez ponad 3 lata. Otrzymywane wyniki nie by³y jednak wy³¹cznie pozytywne. He-
mofilia mo¿e byæ powodowana produkcj¹ zmutowanych bia³ek czynników krzepli-
woœci, lub te¿ ca³kowitym brakiem tych bia³ek. U zwierz¹t, które nale¿a³y do tej
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drugiej grupy czasami obserwowano tylko przejœciow¹ poprawê po terapii wektora-
mi AAV. By³o to spowodowane rozpoznaniem produkowanego terapeutycznego bia³-
ka jako obcego i eliminacj¹ produkuj¹cych je komórek (27). Jest to przyk³ad bardzo
istotnego problemu, przed którym staje terapia genowa polegaj¹ca na wprowadza-
niu genów (nie tylko za pomoc¹ wektorów AAV) koduj¹cych bia³ka, których orga-
nizm chorego w ogóle nie produkuje. Wykazano jednak, ¿e przynajmniej u myszy
efektu tego mo¿na unikn¹æ, podaj¹c wektor AAV z genem terapeutycznym domiêœ-
niowo (26). Chocia¿ takie wprowadzenie wektorów wywo³ywa³o odczyn zapalny, to
po kilku tygodniach objawy zapalenia ustêpowa³y, a u 70% zwierz¹t transgen znów
pojawia³ siê w kr¹¿eniu. Równie¿ u psów, którym podano domiêœniowo gen IX
czynnika krzepliwoœci w wektorach AAV, dosz³o do znacznej poprawy parametrów
krzepniêcia krwi (28). Zabieg ten by³ jednorazowy, jednak ekspresja genu utrzyma³a
siê nawet 2,5 roku póŸniej (29).

6. Próby kliniczne z wykorzystaniem wektorów AAV

Wykorzystanie wektorów AAV do terapii genowej hemofilii u ludzi jest obecnie
testowane w ramach prób klinicznych pierwszej fazy. Wyniki s¹ obiecuj¹ce. Po
pierwsze wykazano, ¿e domiêœniowe podanie wektorów AAV nie wywo³uje u ludzi
reakcji zapalnych (30). Po drugie, chocia¿ u pacjentów stwierdzano wysokie pozio-
my przeciwcia³ przeciwko kapsydom AAV, to nawet 10 miesiêcy po podaniu wekto-
rów w miêœniach wykrywano wprowadzony DNA oraz kodowane przez transgen
bia³ko (30). Po trzecie, ani podawanie do¿ylne, ani domiêœniowe wektorów nie po-
woduje modyfikacji komórek rozrodczych pacjentów (31).

W pierwszych podjêtych próbach klinicznych na ludziach nie uda³o siê jednak
osi¹gn¹æ efektów terapeutycznych, a poziom czynnika krzepliwoœci we krwi nie
przekroczy³ 2% wartoœci fizjologicznych (30). W badaniach tych podawano wektory
domiêœniowo. W kolejnych doœwiadczeniach, gdzie podobne dawki wektora poda-
no do têtnicy w¹trobowej, osi¹gniêto widoczny efekt terapeutyczny (32). Trwa³ on
jednak niestety tylko 8 miesiêcy, gdy¿, jak ustalono, uk³ad odpornoœciowy pacjen-
tów rozpozna³ bia³ka kapsydu wektorów AAV na komórkach, które uleg³y transduk-
cji i zniszczy³ je. Byæ mo¿e lepszym rozwi¹zaniem bêdzie zastosowanie wektorów
opartych na innych serotypach, które z jednej strony selektywnie transdukuj¹ hepa-
tocyty, a z drugiej nie maj¹ zdolnoœci wi¹zania HSPG i nie indukuj¹ tym samym sil-
nej odpowiedzi przeciwko bia³kom wirusa (16).

Wspomniano ju¿, ¿e badania wirusów i wektorów AAV opiera³y siê g³ównie na
serotypie drugim, który in vitro skutecznie infekuje komórki nab³onka p³ucnego.
W zwi¹zku z tym jednym z pierwszych genów, który podano in vivo z zastosowa-
niem wektorów AAV by³ gen bia³ka CTFR, którego mutacja powoduje mukowiscydo-
zê. Gen ten zosta³ po³¹czony z unikatow¹ sekwencj¹, która pozwoli³a na jego wy-
krycie zarówno na poziomie mRNA jak i bia³ka a¿ do szeœciu miesiêcy po podaniu
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wirusów królikom (33). W ostatnich latach opublikowanych zosta³o wiele wyników
badañ, dotycz¹cych wykorzystania wektorów AAV w leczeniu mukowiscydozy.
W pierwszych próbach wykazano, ¿e wielokrotne podawanie wektorów AAV w ae-
rozolu do p³uc pacjentów nie wywo³ywa³o istotnych efektów ubocznych (34). W ba-
daniach II fazy u pacjentów chorych na mukowiscydozê potwierdzono bezpieczeñ-
stwo u¿ycia wektorów AAV (35), a nawet wykazano, ¿e daj¹ one efekt terapeutyczny
istotny statystycznie w porównaniu z pacjentami, którzy otrzymywali placebo (36).
Dla porównania, leczenie tej samej choroby z u¿yciem adenowirusów przynios³o
mniej zadowalaj¹ce rezultaty. Ma³e dawki wektorów adenowirusowych by³y bez-
pieczne, ale nie dawa³y efektu terapeutycznego lub efekt ten by³ przejœciowy, a or-
ganizm uodparnia³ siê na podawane wektory. Wiêksze dawki wywo³ywa³y natomiast
odpowiedŸ uk³adu immunologicznego i powodowa³y odczyn zapalny, przy czym
w jednej z prób klinicznych zaobserwowano przejœciow¹ poprawê stanu pacjentów,
lecz w innej – nie (36). Porównanie to pokazuje istotn¹ ró¿nicê w mo¿liwoœci wy-
korzystania wektorów adenowirusowych oraz wektorów AAV do terapii mukowiscy-
dozy. Poniewa¿ komórki nab³onka p³ucnego dziel¹ siê bardzo wolno, wykorzystanie
do leczenia tej choroby wektorów retrowirusowych jest praktycznie niemo¿liwe.

Wektory AAV okaza³y siê tak¿e bezpieczne, gdy wprowadzono je do mózgów
szczurów i ma³p z rodzaju Chlorocebus (37). W badaniu tym zastosowano gen CLN2
koduj¹cy peptydazê tripeptydylow¹ (TPP), której mutacje powoduj¹ rozwój choroby
neurodegeneracyjnej – póŸnej dzieciêcej neuronalnej lipofuscynozy ceroidowej.
Wektory AAV pozwoli³y na uzyskanie stabilnej ekspresji TPP u zwierz¹t, co zachê-
ci³o naukowców do rozpoczêcia badañ klinicznych I fazy. Maj¹ one polegaæ na
wprowadzeniu do mózgów dzieci z mutacj¹ w genie CLN2 wektorów AAV kodu-
j¹cych prawid³ow¹ wersjê genu (38). Podjêto równie¿ próby pierwszej fazy badañ
klinicznych u ludzi cierpi¹cych na chorobê Parkinsona oraz neurodegeneracyjn¹
chorobê Canavan, rzadk¹ leukodystrofiê spowodowan¹ mutacj¹ w genie aspartoacy-
lazy (39).

Choroby uwarunkowane genetyczne to czêsto choroby œmiertelne lub – jak
choroby neurodegeneracyjne – odbieraj¹ce cz³owiekowi mo¿liwoœæ godnego ¿y-
cia. Do tej pory wiêkszoœæ z nich leczy siê objawowo lub zapobiegawczo. Rozwój te-
rapii genowych, w tym terapii opartych na wektorach AAV, a tak¿e mo¿liwoœæ po-
³¹czenia terapii genowej i komórkowej pozwala wierzyæ, ¿e uda siê opracowaæ sku-
teczne metody leczenia przyczynowego. Obiecuj¹ce wyniki wstêpnych badañ kli-
nicznych daj¹ nadziejê na wykorzystanie wektorów AAV w leczeniu hemofilii lub
mukowiscydozy, a w dalszej przysz³oœci tak¿e chorób neurodegeneracyjnych.
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