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AAV vectors for gene therapy
Summary

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. Wstep

Wirusami towarzyszacymi adenowirusom (AAV, ang. adeno-
-associated virus), zakazona jest wiekszo$¢ populacji ludzkiej po-
wyzej 10 roku zycia. Zakazenie to nie wywoluje jednak stanu za-
palnego, a immunogenno$¢ tych wirus6w ograniczona jest jedy-
nie do indukcji produkcji przeciwciat skierowanych przeciw
biatkom ich kapsydu (1). Obecno$¢ AAV stwierdzono w drogach
rodnych kobiet, ktére doznaly poronienia w pierwszym tryme-
strze cigzy, a takze w nasieniu niektérych bezptodnych mez-
czyzn. W zadnym z tych przypadkéw nie wykazano jednak, ze to
zakazenie wirusem byto bezposrednia przyczyna patologii.

Brak dowodoéw na chorobotworczos$¢ AAV oraz ich niska im-
munogennos$¢ zwrocity uwage naukowcow na mozliwosé wyko-
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rzystania tych wiruséw jako potencjalnych wektoréw w terapii genowej. Dodatko-
wym atutem AAV jest fakt, ze — w przeciwienstwie do retrowirus6w — sg w stanie
infekowac komorki dzielgce sie bardzo wolno, jak srodbtonek naczyniowy, lub nie
dzielgce sie, jak neurony czy miesnie szkieletowe. Istotna cechg odr6zniajaca AAV
od retrowirusow jest fakt, ze jesli wbudowuja sie do genomu czlowieka, to tylko
w $cisle okre$lonej lokalizacji na 19 chromosomie, ktéra zostala nawet nazwana
AAVS1 (ang. AAV integration site-1).

2. Struktura i natura wiruséw AAV

Materiatem genetycznym AAV jest jednoniciowy DNA o dlugosci okoto 4700 za-
sad, co z punktu widzenia terapii genowej stanowi ich wade, gdyz ogranicza wiel-
ko$¢ terapeutycznego genu, jaki mozna w nich umiesci¢. Na obu koncach genomu
znajduja sie tzw. odwrocone powtoérzenia koncowe (ITR ang. inverted terminal repe-
ats) (rys. 1), ktore funkcjonujg jako miejsce inicjacji replikacji, miejsce kierujace in-
tegracja z genomem gospodarza, oraz jako sygnat pakowania do kapsydu. Pomiedzy
sekwencjami ITR znajdujg sie dwie otwarte ramki odczytu. Jedna z nich (gen cap) ko-
duje trzy biatka kapsydu o naktadajacej sie sekwencji, a druga (gen rep) — biatka
niezbedne (lecz niewystarczajgce) do replikacji i skladania wirusa.

Do dzi$ poznano 11 serotypoéw AAV, rézniacych sie powszechnoscig wystepowa-
nia oraz typem komorek, ktére infekuja. NajczeSciej wykorzystywany w badaniach
serotyp drugi (AAV2) wnika efektywnie do neuronéw i miesni szkieletowych, AAVS
— do hepatocytow, serotypy AAV1 i AAV7 skutecznie infekuja miesnie szkieletowe,
podczas gdy do infekcji sr6dblonka najlepszy jest prawdopodobnie serotyp AAVS5.

ITR ITR

DNA [}:I rep H cap IZU
ekspresja

Rep78 | | 1 ] VP1

biatka Rep68 | | ] VP2

Reps2 [ 1] —— 1 ps
Rep40 — 1

Rys. 1. Schemat budowy genomu AAV. Genom wirusa AAV sklada sie z dwoch otwartych ramek od-
czytu rep oraz cap, ktérych ekspresja prowadzi do powstania czterech funkcjonalnych biatek Rep oraz
trzech biatek VP budujacych kapsyd wirusa. Geny rep i cap lezag miedzy dwoma odwréconymi powtérze-
niami koncowymi (ITR).
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Na szczeg6lng uwage zastuguje serotyp AAV9, ktory, jak sie wydaje, transdukuje
z duzg wydajnoscig prawie wylgcznie komoérki miesnia sercowego. Zjawisko to mia-
foby ogromne znaczenie dla potencjalnej terapii genowej réznych choréb serca.

Wirusy AAV naleza do grupy Dependovirus, co oznacza, zZe nie sg w stanie namna-
zac sie w komorkach, ktére nie zostaly wystawione na dziatanie czynnika stresogen-
nego. Dlatego tez — w poroéwnaniu z innymi wektorami wirusowymi — ich produk-
cja powoduje dodatkowe trudnosci. Najlepiej poznanym czynnikiem pozwalajacym
na namnazanie AAV jest jednoczesna infekcja adenowirusem — stad nazwa ,wirusy
towarzyszgce adenowirusom” (3).

3. Wektory AAV — produkcja i oczyszczanie

Ogodlna strategia produkcji wektorow AAV jest taka sama, jak w przypadku in-
nych wektorow wirusowych. Wykorzystywane do tworzenia wektorow komoérki pa-
kujace muszg produkowac biatka strukturalne wirusa oraz biatka funkcjonalne, bio-
race udzial w replikacji genomu wirusa i procesie sktadania dojrzatych wirionow.
Wybrany gen (reporterowy lub terapeutyczny) zlokalizowany jest in cis (tzn. na tej
samej czgsteczce DNA) wzgledem sekwencji pakujgcej. W przypadku wektoréw AAV
za pakowanie odpowiedzialne sg sekwencje ITR, a transgen musi zosta¢ umieszczo-
ny metodami inzynierii genetycznej pomiedzy dwiema takimi sekwencjami.

Pierwotna strategia produkcji wektoréw AAV byta kotransfekcja komoérek pa-
kujacych dwoma plazmidami (jednym z genem oflankowanym sekwencjami ITR,
drugim z genami rep i cap) przy jednoczesnej infekcji matg iloscig dzikich adenowi-
rusow (rys. 2A). Udalo sie ustali¢, ze sposrod wszystkich genéw adenowirusa, tylko
cztery sg zasadnicze w procesie dojrzewania wiruséw AAV. Od tej pory zaczeto sto-
sowac nowg strategie: zamiast zakazac¢ komorki adenowirusami (co mogto powodo-
wac pozniejsze zanieczyszczenie tymi wirusami), wprowadzono kotranfekcje komé-
rek pakujacych trzema plazmidami, gdzie trzeci plazmid zawieral niezbedne geny
adenowirusowe (rys. 2B). Obecnie istnieje komercyjnie dostepny system produkcji
wektorow AAV wykorzystujacy komorki nazwane AAV-293 (AAV Helper-Free System,
Stratagene) (zob. (4)). Komorki te wykazuja stabilng ekspresje jednego z genéw ade-
nowirusa, dzieki czemu nadaja sie rowniez do produkcji wektorow adenowiruso-
wych pierwszej generacji (zob. (5)). Skonstruowano réwniez plazmid pDG, ktéry za-
wiera w sobie jednoczes$nie geny rep i cap wirusa AAV oraz pomocnicze geny adeno-
wirusa (4,6) (rys. 2C).

Po wyprodukowaniu wektoréw AAV przez komorki pakujace, najprostszg me-
toda ich wykorzystania jest uzycie nieoczyszczonych lizatéw komoérkowych. W liza-
tach takich zawarte sg jednak wszystkie rozpuszczalne w wodzie sktadniki cytopla-
zmy komérki, ktére moga wywiera¢ niepozadany wpltyw na infekowane komérki
i zaburzac wyniki eksperymentu in vitro (4). Pierwszg metodg stosowang do oczysz-
czania wirusow i wektoréw AAV byto ultrawirowanie w gradiencie gestosci chlorku
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Rys. 2. Strategie produkcji wektorow AAV. Do komérek pakujgcych (kp), wykazujgcych stabilng eks-
presje genu E1 adenowirusa wprowadza sie geny potrzebne do produkcji wektoréw AAV; (A) na jednym
plazmidzie podaje sie gen reporterowy lub terapeutyczny, na drugim — geny wirusa AAV jednoczes$nie
infekujac komorki matymi iloSciami adenowirusa (Ad); (B) stosuje sie te same dwa plazmidy, co poprzed-
nio, a zamiast wirusa pomocniczego transfekuje sie komorki trzecim plazmidem zawierajgcym niezbed-
ne geny adenowirusa; (C) uproszczenie poprzedniej strategii, w ktorym wszystkie geny, oprécz genu te-
rapeutycznego/reporterowego, umieszczone s na jednym plazmidzie.
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cezu (7). Metoda ta jest jednak bardzo czasochtonna i pracochfonna, a uzywany
chlorek cezu moze by¢ toksyczny, stad tak oczyszczone wirusy nie nadawalyby sie
do uzycia w klinice. Dlatego opracowano metode oczyszczania poprzez ultrawiro-
wanie w gradiencie gestos$ci jodiksanolu (8), ktory nie jest toksyczny (4).

W przypadku produkcji wektoréw opartych na serotypie 2 mozna wykorzystac
réwniez oczyszczanie wektoréw na kolumnie z heparyna, gdyz serotyp ten posiada
wysokie do niej powinowactwo (4). Dla serotypu 5, ktory wykazuje silne powino-
wactwo do kwaséw sjalowych, wykorzystano podobng metode, tzn. chromatografie
powinowactwa na kolumnach wypetnionych mucyna, biatkiem o duzej zawartosci
reszt kwasu sjalowego.

4. Nakierowywanie wektoréow AAV na wybrane typy komérek

Wspomniano, ze poszczegolne serotypy wirusow AAV (a co za tym idzie — wek-
tory oparte na tych serotypach) infekujg r6zne typy komorek z r6zna wydajnoscia.
Celem terapii genowej moze by¢ modyfikacja okreslonej tkanki. W takim przypadku
potrzebne sg wektory infekujace wybiorczo dany rodzaj komérek. Jesli wirusy takie
nie wystepuja naturalnie, mozliwe jest stworzenie wektoréw zmodyfikowanych tak,
by selektywnie i wydajnie transdukowaty wybrane typy komoérek.

Pierwsze takie nosniki stworzono w 1998 r. (9). Do genu kodujacego biatko kap-
sydu wirusa AAV, metodami inzynierii genetycznej wprowadzono sekwencje ko-
dujaca fragment scFv przeciwciata, rozpoznajacego antygen powierzchniowy komo-
rek docelowych (rys. 3A). Efektywnos$¢ i specyficznos¢ infekgji zostata zwiekszona,
jednak zmodyfikowane wektory powstawaly w bardzo niskich mianach (rzedu 100
wiruséw na mL). Opracowano rowniez kilka metod, ktore nie wymagaly ani znajo-
mosci dokfadnej struktury biatek kapsydu AAV, ani tez ich genetycznych modyfika-
¢ji. Jedna z nich byto stworzenie dwuswoistych przeciwcial, ktére z jednej strony

A B C D E F

Rys. 3. Metody nakierowywania wektorow AAV. Opis w tek$cie. b — biotyna; bf — biatko fuzyjne;
bk — btona komérkowa; bsMAb — dwuswoiste przeciwcialo monoklonalne; IgBM — motyw wigzgacy
przeciwciala; ip — insert peptydowy; MAb — przeciwcialo monoklonalne; rp — receptor pierwotny; rw
— receptor wtoérny; scFv, jednolancuchowa cze$¢ zmienna przeciwciala; objasnienia w tekscie.
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rozpoznawaly kapsyd wektora, a z drugiej antygen powierzchniowy docelowych ko-
morek (rys. 3B). W 1999 r. zwiekszono tym sposobem efektywnos$¢ transdukcji ko-
moérek wektorami AAV 70-krotnie (10).

Kolejna pomystowa strategia bazowata na modyfikacji kapsydu wektora AAV po-
przez chemiczna biotynylacje (11). Takie wektory przed podaniem komo6rkom inku-
bowano z biatkiem fuzyjnym sktadajgcym sie z awidyny oraz czynnika wzrostu na-
btonka (EGF). Docelowe komorki wykazywaty wysoka ekspresje receptora dla EGF,
dzieki czemu zmodyfikowane wektory skutecznie do nich wnikatly (rys. 3C). Inna
metoda, opisana w 2004 r. polegalta na stworzeniu wektorow, ktorych kapsyd skta-
dat sie z biatek réznych serotypéw (rys. 3D), a powstate wektory infekowaly niekto-
re linie skuteczniej niz oba serotypy rodzicielskie (12).

W latach 1999-2003 r6zne grupy badawcze prébowaly poznac strukture biatka
kapsydu wirusa AAV2. Dokonywano tego glownie poprzez poréwnywanie sekwencji
tego bialka z sekwencjami analogicznych biatek z innych parwowiruséw, ktérych
struktura krystaliczna zostala juz poznana. Na podstawie otrzymanych wynikéw wnio-
skowano, ktére sekwencje biatka kapsydu AAV sg najprawdopodobniej wyeksponowa-
ne na powierzchni wirionu i te obszary byty modyfikowane. Jednym z najwazniejszych
wynikéw tych badan, byto ustalenie, ktore reszty aminokwasowe odpowiedzialne sg
za wigzanie proteoglikanu siarczanu heparanu (HSPG) — pierwotnego receptora AAV2
(13). Wymiana tych reszt powodowata utrate powinowactwa powstatych wektorow do
HSPG (14). Byto to odkrycie wazne, pozwalajgce na zwiekszenie skutecznosci infekgji.
Blonowa forma HSPG funkcjonuje bowiem jako receptor, ale forma pozakomorkowa
HSPG, wiazac wektory, uniemozliwia ich dotarcie do powierzchni komérki (15). Utrata
zdolnosci wigzania do HSPG jest, jak sie wydaje, réwniez wazna przy potencjalnym za-
stosowaniu wektorow AAV w terapii genowej. Ostatnio zasugerowano, ze wigzanie
HSPG jest czynnikiem utatwiajgcym endocytoze wirusow AAV przez komorki dendry-
tyczne i prezentacje antygenow ich kapsydu limfocytom T, co indukuje odpowiedz im-
munologiczna (16). Mozliwe zatem, ze zastosowanie w przyszto$ci wektorow zmody-
fikowanych w taki sposéb, aby nie mialy powinowactwa do HSPG, jeszcze bardziej
zmniejszy ich immunogenno$¢, a zwiekszy wydajno$¢ transdukgji.

Kolejne odkrycia dotyczace kapsydu AAV2 byly zwigzane z pierwszymi udanymi
prébami nakierowania tych wiruséw na wybrane komorki. Do bialek znajdujacych
sie na powierzchni wirusa, najczesciej w miejsce aminokwasu 587, wprowadzano
inne reszty aminokwasowe, tak by biatka byty rozpoznawane przez receptory blo-
nowe komoérek (rys. 3E). Tak zmodyfikowane wektory podawano nastepnie komor-
kom wykazujgcym wysoka ekspresje danego receptora, co skutecznie zwiekszato
infekcyjno$¢ i specyficzno$¢ zmodyfikowanych wiruséw (14).

W 2002 r. ustalono strukture krystaliczng biatka kapsydu AAV (17). Na podstawie
tego odkrycia potwierdzono wyniki opisanych doswiadczen. Pozycja 587, w okoli-
cach ktérej badacze najczes$ciej wstawiali dodatkowe aminokwasy, faktycznie byta
bardzo dobrze wyeksponowana na powierzchni kapsydu, a sgsiednie aminokwasy
zasadowe istotnie przyczynialy sie do wigzania heparyny i HSPG (17).
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Ciekawa probg nakierowania wektoréw AAV na wybrane komorki byto wbudo-
wanie domeny odpowiedzialnej za wigzanie immunoglobulin IgG, w miejsce amino-
kwasu 587 biatka kapsydu (18). Tak zmodyfikowane wirusy, po inkubacji z 1gG roz-
poznajaca antygen charakterystyczny dla wybranych komérek moga infekowac je
o wiele skuteczniej (rys. 3F). Zaleta tego systemu jest uniwersalnos¢, gdyz ten sam
wektor po inkubagji z réznymi IgG mozna wykorzystywac¢ do selektywnej transduk-
¢ji roznych typow komorek. Niestety, wprowadzenie do genu cap sekwencji ko-
dujgcej domene wiazaca 1gG znacznie uposledzato pakowanie DNA do kapsydow,
powodujgc powstawanie pustych wektoréw. Z tego powodu strategia ta nie zapew-
niata wyzszej ekspresji transgenu, niz uzycie wektorow niemodyfikowanych (18).

Po ustaleniu, ze pozycja 587 biatka kapsydu AAV moze by¢ uzyta do insercji pep-
tydéw bez obnizenia ilosci i infekcyjnosci produkowanych wektorow, postanowio-
no umieszcza¢ w niej sekwencje aminokwasowe wybrane metoda ekspresji fagowej
(rys. 3E). W ten sposéb wyodrebniono np. sekwencje peptydowa SIGYPLP, ktéra
wigzala sie do komorek srodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC). Jej wstawienie do
kapsydu wektoréw AAV zwiekszyto specyficznos$¢ transdukcji srodbtonkow in vitro,
a podanie takich wektorow myszom zaowocowato specyficzng ekspresja transgenu
w komérkach srédbtonka naczyn zylnych (19). Z uzyciem tej samej metody wypro-
dukowano réowniez wirusy efektywniej transdukujgce komérki miesni gtadkich zyty
udowej (20).

5. Przyklady zastosowan wektoréw AAV w terapii genowej u zwierzat

Integracja wirusow AAV z genomem gospodarza w $ciSle okreslonej pozycji
AAVS1 na chromosomie 19, wymaga obecnosci biatka Rep78, kodowanego przez
genom dzikiego wirusa. Jednak podczas produkcji wektoréw wirusowych pozosta-
wia sie tylko sekwencje ITR. W efekcie wektory AAV po zakazeniu docelowych ko-
moérek nie produkujg biatka Rep78. W tej sytuacji integracja zdarza sie rzadko i na-
stepuje w miejscach przypadkowych. Niska czestos$¢ przypadkowej integracji stano-
wi zalete wektoréw AAV, gdyz zmniejsza ryzyko transformacji nowotworowej. Do
tej pory nie stwierdzono przypadkéw powstawania nowotworéw po zastosowaniu
wektorow AAV w prébach prowadzonych na zwierzetach (21). Istniejg jednak sytu-
acje, gdy integracja genomowa bytaby zjawiskiem wrecz pozadanym, oczywiscie
pod warunkiem, ze zachodzitaby nieprzypadkowo. Przyktadowo, gdy komorki wy-
magajace modyfikacji genetycznej sg komérkami intensywnie dzielgcymi sie, episo-
malna ekspresja transgenu spowoduje, ze wraz z kolejnymi mitozami, gen ten be-
dzie wystepowal coraz mniej licznie, az w koncu jego ekspresja zaniknie. Integracja
zapewnialaby dlugotrwala ekspresje transgenu.

Ukazato sie juz wiele publikacji wykazujacych skuteczne dziatanie terapii geno-
wej z wykorzystaniem wektoréw AAV na zwierzecych modelach chor6b. W jednym
z eksperymentoéw myszom wszczepiano podskoérnie komérki raka jajnika, a nastep-
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nie podawano im wektory AAV z genem rozpuszczalnej formy receptora typu 1 dla
czynnika wzrostu $§rodbtonka naczyn (VEGF) (22). VEGF jest biatkiem odpowiedzial-
nym za indukcje wzrostu nowych naczyn, réwniez tych odzywiajacych nowotwory.
Rozpuszczalny receptor dziata jak putapka wychwytujaca VEGF, uniemozliwiajgc ak-
tywowanie angiogenezy i hamujgc wzrost guza. U leczonych w ten spos6b myszy za-
obserwowano istotne statystycznie spowolnienie rozwoju nowotworu w poréwna-
niu z myszami kontrolnymi, ktére otrzymywaty AAV z genem reporterowym. W in-
nych badaniach z wykorzystaniem wektoréow AAV5 udato sie zmniejszy¢ stan zapal-
ny w chorobie reumatoidalnej u szczuréw (23). W chorobie tej istotnym biatkiem
odpowiedzialnym za przebieg zapalenia jest czynnik transkrypcyjny NFkB, ktory
normalnie jest blokowany przez nieufosforylowany inhibitor. Fosforylacja inhibitora
przez specyficzng kinaze prowadzi do uwolnienia NFkB, ktory migruje do jadra ko-
moérkowego, gdzie aktywuje geny kodujgce cytokiny prozapalne. W opisanych bada-
niach do stawow zwierzat podano w wektorach AAV zmutowana, nieaktywng i ge-
netycznie dominujacg forme genu kinazy inhibitora NFkB. W komérkach maziowych
nie dochodzito wiec do fosforylacji inhibitora NFkB, a tym samym nie nastepowata
produkcja cytokin prozapalnych. W tej samej pracy autorzy przedstawili rowniez
wyniki wskazujace, ze AAV5 skutecznie infekuje komoérki ludzkiej maziowki (23).
Mozliwe zatem, ze w przysztosci wykorzystanie serotypu 5 wektoréw AAV kodu-
jacych nieaktywna kinaze inhibitora NFkB stanie sie skuteczng terapig reumatoidal-
nego zapalenia stawoéw. W innej pracy opisano prébe ztagodzenia przebiegu choro-
by Alzheimera w modelu mysim (24). W tym celu podano w wektorach AAV frag-
ment scFv przeciwciata wigzacego biatko beta amyloidu — gtéwnego sprawcy dege-
neracji neuron6w w tej chorobie. Po takiej interwencji stwierdzono u leczonych my-
szy znacznie mniejsze zlogi B-amyloidu niz u zwierzat kontrolnych. Stosujac wekto-
ry AAV, udalo sie réwniez zahamowac u myszy rozwo6j miazdzycy (25). Wykorzysta-
no w tym celu zwierzeta z wylaczonym genem apolipoproteiny E (apoE). U myszy
kontrolnych miazdzyca rozwijata sie w bardzo szybkim tempie, jednak u zwierzat,
ktérym podano gen apoE w wektorach AAV, blaszki miazdzycowe w ogéle nie po-
wstaty.

Ukazato sie réwniez wiele prac poswieconych terapiom hemofilii w modelach
zwierzecych. W pracach tych opisane jest leczenie zarowno hemofilii typu A jak i B,
zastosowanie wektorow AAV o roznych serotypach, podawanie wektoréw réznymi
drogami, a badania prowadzone sg na réznych gatunkach zwierzat, od myszy, przez
psy (traktowane juz jako ,duzy” model zwierzecy), po naczelne (26). Badania te
przyniosly bardzo obiecujace wyniki. U zwierzat zaobserwowano wzrost poziomu
terapeutycznych biatek w surowicy oraz ogélna poprawe parametroéw krzepliwosci
krwi i co najwazniejsze — znaczne zmniejszenie czesto$ci krwawien. Wykazano, ze
ekspresja transgenéw moze utrzymywac sie na terapeutycznym poziomie nawet
przez ponad 3 lata. Otrzymywane wyniki nie byly jednak wytacznie pozytywne. He-
mofilia moze by¢ powodowana produkcja zmutowanych biatek czynnikéw krzepli-
wosci, lub tez catkowitym brakiem tych bialek. U zwierzat, ktore nalezaly do tej
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drugiej grupy czasami obserwowano tylko przej$ciowa poprawe po terapii wektora-
mi AAV. Byto to spowodowane rozpoznaniem produkowanego terapeutycznego bial-
ka jako obcego i eliminacjg produkujacych je komoérek (27). Jest to przyktad bardzo
istotnego problemu, przed ktorym staje terapia genowa polegajaca na wprowadza-
niu genéw (nie tylko za pomoca wektoréw AAV) kodujacych biatka, ktorych orga-
nizm chorego w ogoéle nie produkuje. Wykazano jednak, ze przynajmniej u myszy
efektu tego mozna unikna¢, podajac wektor AAV z genem terapeutycznym domies-
niowo (26). Chociaz takie wprowadzenie wektorow wywotywato odczyn zapalny, to
po kilku tygodniach objawy zapalenia ustepowaly, a u 70% zwierzat transgen znéow
pojawiat sie w krazeniu. Réwniez u psow, ktéorym podano domie$niowo gen IX
czynnika krzepliwo$ci w wektorach AAV, doszto do znacznej poprawy parametrow
krzepniecia krwi (28). Zabieg ten byt jednorazowy, jednak ekspresja genu utrzymata
sie nawet 2,5 roku pozniej (29).

6. Proby kliniczne z wykorzystaniem wektorow AAV

Wykorzystanie wektoréw AAV do terapii genowej hemofilii u ludzi jest obecnie
testowane w ramach préb klinicznych pierwszej fazy. Wyniki sa obiecujace. Po
pierwsze wykazano, ze domiesniowe podanie wektoréw AAV nie wywoluje u ludzi
reakgji zapalnych (30). Po drugie, chociaz u pacjentéw stwierdzano wysokie pozio-
my przeciwcial przeciwko kapsydom AAV, to nawet 10 miesiecy po podaniu wekto-
row w miesniach wykrywano wprowadzony DNA oraz kodowane przez transgen
biatko (30). Po trzecie, ani podawanie dozylne, ani domie$niowe wektoréw nie po-
woduje modyfikacji komorek rozrodczych pacjentéw (31).

W pierwszych podjetych probach klinicznych na ludziach nie udato sie jednak
osiagnac¢ efektow terapeutycznych, a poziom czynnika krzepliwosci we krwi nie
przekroczyt 2% wartosci fizjologicznych (30). W badaniach tych podawano wektory
domiesniowo. W kolejnych doswiadczeniach, gdzie podobne dawki wektora poda-
no do tetnicy watrobowej, osiggnieto widoczny efekt terapeutyczny (32). Trwat on
jednak niestety tylko 8 miesiecy, gdyz, jak ustalono, uktad odpornosciowy pacjen-
tow rozpoznal biatka kapsydu wektoréw AAV na komoérkach, ktore ulegly transduk-
¢ji i zniszczyt je. By¢ moze lepszym rozwigzaniem bedzie zastosowanie wektorow
opartych na innych serotypach, ktére z jednej strony selektywnie transdukuja hepa-
tocyty, a z drugiej nie majg zdolnos$ci wiazania HSPG i nie indukuja tym samym sil-
nej odpowiedzi przeciwko biatkom wirusa (16).

Wspomniano juz, ze badania wiruséw i wektoréow AAV opieraly sie gléwnie na
serotypie drugim, ktoéry in vitro skutecznie infekuje komérki nabfonka plucnego.
W zwiazku z tym jednym z pierwszych genow, ktéry podano in vivo z zastosowa-
niem wektorow AAV byt gen biatka CTFR, ktorego mutacja powoduje mukowiscydo-
ze. Gen ten zostal potaczony z unikatowa sekwencja, ktora pozwolita na jego wy-
krycie zaré6wno na poziomie mRNA jak i biatka az do sze$ciu miesiecy po podaniu
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wiruséw krolikom (33). W ostatnich latach opublikowanych zostalo wiele wynikéw
badan, dotyczacych wykorzystania wektorow AAV w leczeniu mukowiscydozy.
W pierwszych prébach wykazano, ze wielokrotne podawanie wektorow AAV w ae-
rozolu do ptuc pacjentéw nie wywotywato istotnych efektéw ubocznych (34). W ba-
daniach Il fazy u pacjentéw chorych na mukowiscydoze potwierdzono bezpieczen-
stwo uzycia wektoréw AAV (35), a nawet wykazano, ze daja one efekt terapeutyczny
istotny statystycznie w poréwnaniu z pacjentami, ktérzy otrzymywali placebo (36).
Dla poréwnania, leczenie tej samej choroby z uzyciem adenowiruséw przyniosto
mniej zadowalajgce rezultaty. Mate dawki wektoréw adenowirusowych byly bez-
pieczne, ale nie dawaty efektu terapeutycznego lub efekt ten byt przejsciowy, a or-
ganizm uodparnial sie na podawane wektory. Wieksze dawki wywotywaty natomiast
odpowiedz uktadu immunologicznego i powodowaly odczyn zapalny, przy czym
w jednej z prob klinicznych zaobserwowano przejsciowa poprawe stanu pacjentow,
lecz w innej — nie (36). Poréwnanie to pokazuje istotng r6znice w mozliwosci wy-
korzystania wektorow adenowirusowych oraz wektoréw AAV do terapii mukowiscy-
dozy. Poniewaz komorki nabtonka ptucnego dzielg sie bardzo wolno, wykorzystanie
do leczenia tej choroby wektoréow retrowirusowych jest praktycznie niemozliwe.

Wektory AAV okazaly sie takze bezpieczne, gdy wprowadzono je do m6zgéw
szczuréw i malp z rodzaju Chlorocebus (37). W badaniu tym zastosowano gen CLN2
kodujacy peptydaze tripeptydylowa (TPP), ktérej mutacje powoduja rozwoj choroby
neurodegeneracyjnej — poznej dzieciecej neuronalnej lipofuscynozy ceroidowe;j.
Wektory AAV pozwolity na uzyskanie stabilnej ekspresji TPP u zwierzat, co zache-
cito naukowcéw do rozpoczecia badan klinicznych | fazy. Maja one polega¢ na
wprowadzeniu do mézgoéw dzieci z mutacjag w genie CLN2 wektoréw AAV kodu-
jacych prawidiowa wersje genu (38). Podjeto réwniez préby pierwszej fazy badan
klinicznych u ludzi cierpigcych na chorobe Parkinsona oraz neurodegeneracyjna
chorobe Canavan, rzadkg leukodystrofie spowodowang mutacjg w genie aspartoacy-
lazy (39).

Choroby uwarunkowane genetyczne to czesto choroby $miertelne lub — jak
choroby neurodegeneracyjne — odbierajgce cztowiekowi mozliwo$¢ godnego zy-
cia. Do tej pory wiekszo$¢ z nich leczy sie objawowo lub zapobiegawczo. Rozwoj te-
rapii genowych, w tym terapii opartych na wektorach AAV, a takze mozliwos$¢ po-
laczenia terapii genowej i komérkowej pozwala wierzy¢, ze uda sie opracowac sku-
teczne metody leczenia przyczynowego. Obiecujgce wyniki wstepnych badan kli-
nicznych dajg nadzieje na wykorzystanie wektoréw AAV w leczeniu hemofilii lub
mukowiscydozy, a w dalszej przysztosci takze chorob neurodegeneracyjnych.
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