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STRESZCZENIE

Opracowanie skutecznych metod leczenia choréb neurodegeneracyjnych stanowi wcigz ogromne wyzwanie. W wielu
przypadkach nie jest znana przyczyna wystapienia choroby, brak réwniez skutecznej farmakoterapii. Obecnie duze nadzieje
w leczeniu wielu choréb wigze sie z wykorzystaniem terapii genowej, ktdrej istotg jest wprowadzanie do okreslonych komérek
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) terapeutycznego genu, najczesciej za pomocg nosnikéw wirusowych. Coraz sze-
rzej wykorzystuje sie w tym celu wektory oparte na wirusach AAV. W prezentowanej pracy przedstawiono zakonczone oraz
trwajace badania kliniczne wykorzystujace wektory AAV do transferu terapeutycznego genu w terapii: choroby Parkinsona,
choroby Alzheimera, stwardnienia zanikowego bocznego, choroby Canavana oraz p6znej dzieciecej neuronalnej lipofuscynozy
ceroidowej. Wyniki przedstawionych badan wskazujg na dobry profil tolerancji i bezpieczenstwo tego rodzaju terapii.

SUMMARY

The search for effective therapy of neurodegenerative diseases is an important issue and an important challenge.
Nowadays, there are high hopes for the gene therapy based treatment. This involves using a noninfectious virus admin-
istered directly into the brain. AAV vectors are increasingly being used as tools for delivery of therapeutic agents to the
CNS. The present paper aims to review clinical trials carried out so far with the use of the AAV vectors in treatment of
neurodegenerative disorders: Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, Canavan disease and
late infantile neuronal ceroid lipofuscinosis. Results obtained from these trials show good tolerance of AAV vectors in the
CNS and safety of therapies.

Stowa kluczowe: wektory AAV, terapia genowa, choroby neurodegeneracyjne, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera,
stwardnienie zanikowe boczne
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WSTEP
zwaniem nie tylko dla farmakologéw. Prowadzone sg

Choroby neurodegeneracyjne, a wéréd nich m.in.
choroba Parkinsona i choroba Alzheimera, sa scho-
rzeniami, ktére dotyczg znacznej czeSci populacji,
a zachorowalno$¢ na nie wrasta wraz z wiekiem.
Poszukiwanie metod skutecznej terapii choréb neu-
rodegeneracyjnych jest istotng kwestig i realnym wy-

liczne badania zaréwno przedkliniczne — z zastosowa-
niem zwierzecych modeli tych choréb — jak réwniez
kliniczne, ktére maja na celu doktadne poznanie pa-
tomechanizméw degeneracji neuronéw wystepujacej
w przebiegu tych chordéb, a w konsekwencji préby
znalezienia skutecznego sposobu hamowania tych
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proceséw. Terapia genowa wydaje sie by¢ w przypad-
ku choréb neurodegeneracyjnych jedng z obiecuja-
cych mozliwosci.

Terapia genowa, definiowana jako wprowadzanie
genéw do komérek pacjenta w celu uzyskania efektu
terapeutycznego, to terapia wcigz nowa, niosgca ze
sobg zaréwno wiele nadziei, jak i obaw. Jak dotad nie
jest ona podstawowg metodg leczenia zadnej z wy-
stepujacych choréb. Spektrum potencjalnych zasto-
sowan terapii genowej wydaje sie by¢ szerokie, dajac
nadzieje na rozszerzenie arsenalu terapeutycznego
wobec wielu, nieuleczalnych dzi$, choréb.

Do chwili obecnej opracowano wiele metod wpro-
wadzania pozadanego genu do komoérek docelowych.
Wiekszoé¢ z tych metod opiera sie na wykorzystaniu
do tego celu nosnikéw genéw, zwanych wektorami.
Coraz szerzej stosuje sie wektory wirusowe. Sg one
pochodnymi wiruséw, charakteryzuja sie wydajnym
systemem przenoszenia swoich genéw do komoérek
cztowieka i wykorzystujg naturalng zdolnosé wiruséw
do wprowadzania swojego materiatu genetycznego do
jadra komérki gospodarza. Wykorzystanie wektoréw
wirusowych w terapiach genowych pozwala na wpro-
wadzanie genéw kodujacych biatka trudne do og6l-
noustrojowego podania oraz umozliwia lokalne ich
wytwarzanie (np. w mézgu). W ten sposéb wprowa-
dza sie do komorki brakujace geny badz tez zastepuje
geny uszkodzone przez mutacje, mozna réwniez za
ich pomocg dostarcza¢ sekwencje blokujgce ekspre-
sje okreslonych genéw.

Wektory wirusowe sg produkowane na bazie r6z-
norodnych wiruséw. Wybér odpowiedniego wektora
wirusowego do transferu genu zalezy m.in. od tego,
jak duzy jest pozadany gen i do jakich komoérek chce-
my go dostarczyc¢.

WEKTORY AAV

Wirusy zalezne od adenowiruséw (AAV, ang. Ade-
no-Associated Virus) zostaly odkryte przypadkowo,
w 1965 roku, jako zanieczyszczenia preparatéw ade-
nowirusowych (Atchison i wsp. 1965). Od tamtej pory
sa przedmiotem licznych badan, a ostatnio cieszq sie
szczegblnie duzym zainteresowaniem jako wektory
stosowane w terapii genowej. Sg one jednymi z naj-
mniejszych i strukturalnie najprostszych zwierzecych
wiruséw DNA. Ich wirion ma srednice okoto 20 nm
i nie posiada ostonki. Materialem genetycznym wi-
rusa jest jednoniciowy DNA (ssDNA), zbudowany
z okoto 5 tysiecy zasad. Wirusy AAV posiadaja dwie
duze otwarte ramki odczytu z nienakladajacymi sie
na siebie sekwencjami — CAP (gen ten koduje biatka

kapsydu) i REP (gen kodujacy biatka niestrukturalne
niezbedne do replikacji wirusa) (Gongalves 2005).

Do namnazania wirusy AAV wymagaja obecnosci
wirusa wspomagajacego (pomocniczego, ang. helper
virus): adeno- lub herpeswirusa (Muzyczka 1992;
Berns i Linden 1995). Gdy jest on nieobecny, ssD-
NA wirusa AAV zostaje przepisane do dsDNA, ulega
integracji z DNA komérkowym gospodarza na chro-
mosomie 19 i pozostaje w takiej formie az do infekcji
wirusem pomocniczym. Jesli do niej dojdzie, DNA
wirusa AAV zostaje uwolnione i rozpoczyna sie cykl
replikacyjny (Berns i Linden 1995).

Do tej pory wyizolowano i opisano 12 serotypow wi-
rusa AAV (Schmidt i wsp. 2008). Kazdy z serotypéw
ma odmienne wlasciwosci zwigzane ze zdolnoscia do
infekcji komérek okreslonej tkanki, co ma ogromne
znaczenie przy konstruowaniu z nich wektoréw wyko-
rzystywanych w terapii genowej. Najczesciej w terapii
genowej wykorzystywany jest, endemiczny dla cziowie-
ka, wirus AAV serotypu-2 (Rutkowskii wsp. 2007).

Wektory wirusowe wytwarzane sg z ,dzikich” wi-
ruséw AAV poprzez zastapienie sekwencji REP i CAP
wirusa transgenem. Podczas tworzenia rekombino-
wanych wektoréw ,dzikie” wirusy sa pozbawiane ok.
96% genomu — pozostawia sie tylko koricowe sekwen-
cje ITR (ang. Inverted Terminal Repeats), niezbedne
do inicjacji replikacji wirusa (Kaplitt i Pfaff 1996).

Wektory AAV posiadajg liczne zalety, wérod kté-
rych najwazniejszymi w kontekscie leczenia scho-
rzen neurologicznych, wydaja sie by¢ ich zdolnosé do
transdukcji niedzielgcych sie komoérek, dtugotrwata
ekspresja transgenu oraz brak toksycznosci. Najwiek-
sze ograniczenie w stosowaniu tych wektoréw stanowi
natomiast ich stosunkowo niewielka pojemno$é — do
genomu AAV mozna wklonowa¢ tylko 4 do 4,5 tysie-
ca zasad (McCown 2005). Problematyczne jest takze
uzyskiwanie wysokich stezen wektora. Prowadzone sa
jednak badania majace na celu wyeliminowanie obu
tych ograniczent (Ghoshi wsp. 2011; Suni wsp. 2000;
Yan i wsp. 2000; Jazwa i wsp. 2007).

PROBY KLINICZNE Z WYKORZYSTANIEM
WEKTOROW AAV

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (chP) jest schorzeniem doty-
kajacym szczegélnie osoby powyzej 60 roku zycia (Sa-
mii i wsp. 2004). Do chwili obecnej nie jest w pelni
znana etiologia choroby i mimo prowadzonych licz-
nych badan nie mozna zatrzymaé progresji choroby,
a jedynie nieco spowolni¢ jej rozwdj. Wiele uwagi
po$wieca sie probom leczenia choroby Parkinsona
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z wykorzystaniem wektor6w AAV. Préby kliniczne po-
przedzone sg zakrojonymi na szeroka skale badania-
mi przedklinicznymi z wykorzystaniem zwierzecych
modeli chP.

W ostatnich latach zwrécono uwage na wykorzy-
stanie w leczeniu chP czynnikéw neurotroficznych.
Czynniki neurotroficzne zwiekszaja przezywalnosé
neuronéw, stymulujg ich wzrost oraz réznicowanie.
Jednym z takich czynnikéw jest neurotroficzny czyn-
nik pochodzenia glejowego (GDNE ang. Glial Cell
Neurotrophic Factor). W badaniach przedklinicz-
nych, prowadzonych m.in. na malpach, zauwazono,
ze GDNF moze poprawia¢ funkcje degenerujacych
neuronéw dopaminergicznych, a tym samym lago-
dzi¢ objawy chP oraz zapobiega¢ dalszym procesom
neurodegeneracyjnym, a w konsekwencji hamowaé
rozwdj choroby (Kordoweri wsp. 2000). W trybie ba-
dan klinicznych otwartych u chorych z chP po jedno-
razowym podaniu do skorupy GDNF zaobserwowano
wzrost aktywnosci neuronéw dopaminergicznych.
W przypadku grupy kontrolnej, takich zmian nie
stwierdzono (Gashi wsp. 1996). Wyniki powyzszych
badan daly podstawe do zaprojektowania préby kli-
nicznej wykorzystujgcej wektor AAV2 niosacy gen dla
neurturyny (NTN, ang. neurturin), bedacej analo-
giem GDNF (NCT00252850). Badania I fazy prze-
prowadzono na 12 pacjentach z chP (9 mezczyzn
i 3 kobiety) w wieku 35-75 lat. Byly to osoby z duzymi
zaburzeniami funkcji motorycznych oraz nasilonymi
dyskinezami pomimo stosowania terapii farmako-
logicznej. Osoby te musialy mie¢ tez od minimum
5 lat zdiagnozowang chorobe wg kryteriéow UK Brain
Bank Criteria. W badaniu wektor AAV2-NTN (na-
zwany CERE-120) podawano stereotaktycznie bez-
posrednio do skorupy. Uczestnicy badania otrzymali
1,3x 10" genomoéw wektora/pacjenta (vg/pacjent) —
6 0sdb, 5,4x 10! vg/pacjent — 6 oséb. Nie stwierdzono
istotnych dziatan niepozadanych w przeciagu pierw-
szego roku od podania wektora. Pacjentéw oceniano
wg skali UPDRS (ang. Unifited Parkinson’s Disease
Rating Scale). Zauwazono 36-procentows poprawe
funkcji motorycznych po roku, w poréwnaniu do
okresu poczatkowego, oraz mniejsze nasilenie dyski-
nez u 50% pacjentéw, szczegdlnie w zakresie tzw. off-
medication dysinesia (form dyskinez utrzymujacych
sie po podaniu lewodopy). Natomiast w tescie ocenia-
jacym aktywno$¢ w zakresie codziennych czynnosci
nie zauwazono istotnej statystycznie poprawy. Analiza
za pomoca pozytonowej tomografii emisyjnej (PET,
Positron Emission Tomography) nie wykazata wplywu
na szybko$é wychwytu lewodopy po podaniu wektora
AAV2-NTN. Jak podkreslajg autorzy projektu, prowa-
dzone przez nich badania, ktére obejmowaly matq

grupe pacjentéw, z nasilonymi, utrudniajgcymi nor-
malne funkcjonowanie objawami choroby wskazuja
na niewielka poprawe funkcji motorycznych, uzy-
skang juz po miesigcu od rozpoczecia testéw. Tylko
u dwodch pacjentéw w grupie, ktéra otrzymata wiek-
sza dawke wektora, zaobserwowano obecno$¢ prze-
ciwcial anty-AAV2 (Marksi wsp. 2008). W zwigzku
z pozytywnymi wynikami I fazy badan, w 2006 roku
zainicjowano II faze badan z uzyciem wektora AAV2-
NTN (NCT00400634). W badaniu wzieto udziat 58
pacjentéw, w przedziale wiekowym 35-75 lat, z po-
twierdzonymi objawami chP wg UK Brain Bank Cri-
teria; 38 0sdb otrzymalo stereotaktycznie AAV2-NTN
w ilosci 5,4x 10! vg/pacjent, natomiast 20 os6b pod-
dano pozorowanemu zabiegowi stereotaktycznemu.
W badaniu zastosowano podwdjng Slepa probe. Po 12
miesigcach nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w funkcjach motorycznych pomiedzy grupa
z podanym AAV2-NTN a grupg kontrolng. Natomiast
po 18 miesigcach, réznica miedzy obiema grupami
wynosita okoto 7,6 punktéw w skali UPDRS i moze
by¢ zakwalifikowana jako umiarkowana poprawa.
Prawdopodobnie diuzszy czas obserwacji pozwolit na
stwierdzenie efektu dzialania czynnikéw troficznych
i wykazanie pozadanych zmian (Marksi wsp. 2010;
Bankiewicz i wsp. 2006; Herzog i wsp. 2008).

W trakcie badan zaobserwowano wystapienie ob-
jawow niepozadanych u 13 pacjentéw z grupy, ktéra
otrzymala wektor, oraz u 4 pacjentéw z grupy, ktéra
miala zabieg pozorowany. U zadnego z pacjentéw
nie wykryto przeciwcial anty-AAV2 (Marksi wsp.
2010).

Na podstawie wynikéw autopsji wykonanej
u dwoch pacjentéw zmarlych podczas terapii (przy-
czyng $mierci byl w pierwszym przypadku zawal,
w drugim zator tetnicy plucnej, oba przypadki nie
mialy zwigzku z podaniem wektora) stwierdzono
znacznie mniejsza dystrybucje czynnika troficznego
w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych w zwierze-
cych modelach choroby. Fakt ten autorzy tlumacza
gtéwnie duzo rozleglejsza degeneracja neuronéw
i utratg funkcji transportu czynnikéw troficznych do
istoty czarnej u ludzi, niz ma to miejsce w modelach
zwierzecych (Bartusi wsp. 2011).

W oparciu o wyniki obu powyzej opisanych badan
opracowano kolejne badanie kliniczne z wykorzysta-
niem wektora AAV2-NTN (NCT00985517). Jest to
randomizowane badanie fazy I/II z podwdjnie Slepg
préba. W badaniu tym zastosowana zostanie wyzsza
dawka wektora (2,4x10'? vg/pacjent) oraz zostanie
wydluzony czas obserwacji. Na biezacym etapie za-
koniczono juz rekrutacje uczestnikéow (http://clinical
trials.gov/ct2/show/NCT00985517).
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W badaniach nad wykorzystaniem terapii genowej
w chP badany jest réwniez gen dla dekarboksylazy
kwasu glutaminowego (GAD), enzymu katalizujacego
synteze kwasu y-aminomastowego (GABA). Zaobser-
wowano, ze u pacjentéw z chP degeneracja neuro-
néw dopaminergicznych prowadzi do zmian w zwo-
jach podstawy, co z kolei daje efekt w postaci spadku
aktywnosci receptor6w GABA-ergicznych i ich odpo-
wiedzi na kwas y-aminomastowy. U oséb z chP funk-
cja jadra podwzgérzowego nasila sie gléwnie z powo-
du spadku transmisji GABA-ergicznej z galki bladej
(Nutti wsp. 2005).

W 2003 roku rozpoczeto 1 faze badan Kli-
nicznych z wykorzystaniem wektora AAV2-GAD
(NCT00195143). Do badania zakwalifikowano 12
pacjentéw (11 mezczyzn i 1 kobieta) w wieku 56-60
lat z nasilonymi objawami chP. Uczestnicy badania
otrzymali nastepujace dawki wektora AAV2-GAD:
1x10" vg/pacjent — 4 osoby; 3x10!" vg/pacjent —
4 osoby; 1x10'2 vg/pacjent — 4 osoby. Pomiaru i oce-
ny czynno$ci motorycznych dokonywano za pomocg
skali UPDRS. Wsréd uczestnikéw badania nie zaob-
serwowano dzialan niepozadanych zwigzanych z za-
stosowang terapig. Stwierdzono poprawe czynnosci
motorycznych po stronie ciala przeciwnej do miej-
sca podania wektora juz po 3 miesigcach od zabie-
gu, poprawa ta utrzymywala sie do konca obserwacji.
Analiza PET wykonana przed rozpoczeciem testéw
oraz po ich zakoniczeniu nie wykazala zmian tempa
przemian lewodopy do dopaminy w obrebie badanej
potkuli (Kaplitt i wsp. 2007). U dwéch pacjentéw po-
jawily sie przeciwciala anty-AAV2. Zasugerowano, ze
brak odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego
u pozostalych pacjentéw wskazuje na bezpieczenstwo
stosowania terapii. Autorzy badania podkreslaja jed-
nak, ze mata ilo§¢ uczestnikéw badania i brak gru-
py kontrolnej nie pozwalaja wysuwaé daleko idacych
wnioskéw, nie mozna tez catkowicie wykluczyé efektu
placebo. Jednak poprawa funkcji motorycznych oraz
wyniki analizy PET wskazuja na pozytywne efekty te-
rapii. Stad tez w 2008 roku rozpoczeto II faze badan
klinicznych z wektorem AAV2-GAD (NCT00643890)
podawanym bilateralnie do jadra podwzgérzowego.
Do badania zakwalifikowano 45 oséb w wieku 35-75
lat ze zdiagnozowang, zaawansowang chP Sposréd
zakwalifikowanych pacjentéw 22 osoby otrzymaty
wektor AAV2-GAD (1x10'? vg/pacjent), natomiast
u 23 o0s6b przeprowadzono operacje pozorowang.

Po 6 miesigcach od rozpoczecia badania zaobser-
wowano istotne réznice pomiedzy obiema grupami.
Réznice dotyczyly wynikéw, jakie uzyskali pacjenci
poddani ocenie wg skali UPDRS: u pacjentéw z grupy
otrzymujacej AAV2-GAD zaobserwowano istotng po-

prawe w poréwnaniu do grupy z podaniem pozorowa-
nym. Dla grupy AAV2-GAD wspélczynnik zmniejszyt
sie 0 8,1 pkt (p <0,0001), w grupie poddanej zabiego-
wi pozorowanemu — o 4,7 pkt (p = 0,003). W obu gru-
pach pojawily sie dzialania niepozadane o tfagodnym
lub umiarkowanym przebiegu i byly zwigzane z zabie-
giem chirurgicznym (zawroty gtowy, nudnos$ci). Nie
odnotowano obecnosci przeciwcial anty-AAV2 u pa-
cjentéw, ktorzy otrzymali AAV2-GAD. Mimo poprawy
funkcji motorycznych wiekszos¢ pacjentéw skarzyla
sie na nieznaczng poprawe czynnosci dnia codzien-
nego oraz jakos$ci zycia (LeWitt i wsp. 2011).

W badaniach nad wykorzystaniem terapii genowej
w chP badany jest réwniez gen dla interleukiny-10
(IL-10). Odkad wykazano, ze u pacjentéw z chP do-
chodzi do pobudzenia komoérek uktadu immunolo-
gicznego we krwi obwodowej, stwierdzono obecnosé
takich komérek w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz
zaobserwowano, ze dochodzi do aktywacji komérek
odpowiedzi immunologicznej w istocie czarnej i praz-
kowiu, zwrécono uwage na mozliwy udziat czynnikéw
immunologicznych w rozwoju zmian patologicznych
prowadzacych do wystapienia objawéw chP (Wullner
i Klockgether 2003; McGeer i wsp. 2001). W bada-
niach przeprowadzonych post mortem w mézgach
chorych na chP stwierdzono aktywacje komoérek
mikrogleju, wykazano réwniez zwiekszong ekspresje
cytokin prozapalnych miedzy innymi: TNFa, IFNy,
IL1B (Hirsch i wsp. 2003). Obecnie uwaza sie, ze
hamowanie reakcji zapalnej towarzyszacej procesom
neurodegeneracji skutkuje zmniejszeniem stopnia
degeneracji neuronéw. Potencjalnym endogennym
czynnikiem majacym taki wplyw jest interleukina-10.
[L-10 jest jedna z kluczowych cytokin przeciwzapal-
nych; uczestniczy w procesach immunologicznych,
wykazuje dzialanie przeciwzapalne poprzez hamuja-
cy wplyw na wytwarzanie cytokin prozapalnych. In-
terleukina-10 nie przekracza nieuszkodzonej bariery
krew-mozg, dlatego konieczne jest docelowe wpro-
wadzenie jej do OUN. Dobrg alternatywa dla podan
domozgowych IL-10 jest wprowadzenie wektora z ge-
nem IL-10, co jest w stanie zapewni¢ diugotrwalg,
stalg ekspresje tej cytokiny w wybranym obszarze.
W naszej pracowni prowadzone sg badania z zastoso-
waniem wektora wirusowego — AAV2 jako $rodka stu-
zacego do transferu terapeutycznego genu IL-10 do
uktadu nigro-striatalnego w mysim modelu choroby
Parkinsona indukowanym podaniem 1metyl-4-feny-
lo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny (MPTP; zwiazek, ktéry
wywoluje behawioralne, biochemiczne i neuropatolo-
giczne zmiany w obszarze ukladu nigro-striatalnego,
przypominajace chorobe Parkinsona). Wstepne wyni-
ki wskazuja, ze podanie wektora z genem dla IL-10
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przed intoksykacja MPTP, a w konsekwencji modyfi-
kacja reakcji zapalnej poprzez nasilenie ekspresji cy-
tokin przeciwzapalnych (IL-10) w obszarze degene-
racji neuroné6w dopaminergicznych, skutkuje zmniej-
szeniem zmian zwyrodnieniowych uktadu nigro-stria-
talnego (mniejsze spadki stezenia dopaminy, wyzsza
ekspresja hydroksylazy tyrozynowej w poréwnaniu
do grupy poddanej wylacznie intoksykacji MPTP).
Badania z zastosowaniem wektora AAV2-hIL-10
w szczurzym modelu choroby Parkinsona induko-
wanym 6-hydroksydopaming (6-OHDA) prowadzone
przez Johnston i wsp. réwniez wykazaly zmniejsze-
nie uszkodzenia w obrebie uktadu nigrostriatalnego
wywolanego neurotoksyng (Johnston i wsp. 2008).
Obiecujace wyniki badani uzyskane w ramach tych
projektéw przyczynia sie do poszerzenia wiedzy na
temat mechanizméw neuroprotekcyjnych i byé moze
w przyszlosci znajdg zastosowanie w opracowaniu no-
wych, skutecznych strategii terapeutycznych w chP.

Choroba Alzheimera

Farmakoterapia stosowana obecnie w chA ma na
celu jedynie objawowe leczenie zaburzen pamieci
i funkcji poznawczych, i dlatego duze nadzieje budzi
mozliwo$¢ zastosowania terapii genowej (Khairallah
i Kassem 2011). Bialkiem, ktérego zwiekszona eks-
presja jest szczegélnie pozadana, jest czynnik wzro-
stu neuronéw (NGE ang. Nerve Growth Factor). NGF
odpowiedzialny jest za prawidtowa morfologie i czyn-
no$¢ neuronéw, stymuluje ich ré6znicowanie oraz ma
pozytywny wplyw na przezywalnosé komérek (Olson
1993). Badanie I fazy, wykorzystujace wektor AAV ko-
dujacy gen dla NGF (CERE-110) zostalo rozpoczete
w 2004 roku przez firme Ceregene (NCT00087789)
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00087789).
W badaniu uczestniczyto 12 pacjentéw, podzielo-
nych na 3 grupy. Do badania kwalifikowani byli pa-
cjenci z tagodng badZz umiarkowang chA, pomiedzy
50 a 80 rokiem zycia. Pacjentom kazdej z grup po-
dawano wektor bilateralnie poprzez 4 (dwie grupy
pacjentéw) badz 6 (jedna grupa) otwordw w czaszce.
Faczna dawka CERE-110 to 2,0x 10 vg/pacjent dla
pierwszej grupy, 1,0x 10! vg/pacjent dla drugiej gru-
py, 2,0x 10! vg/pacjent dla trzeciej grupy. Badanie zo-
stato zakonczone, wcigz jednak brak opublikowanych
wynikéw badania; jednakze musialy one $wiadczyé
o bezpieczenstwie stosowanej terapii i by¢ na tyle
obiecujace, ze w 2009 roku rozpoczeto II faze badan
z wykorzystaniem tego samego wektora wirusowego
(NCT00876863). Badanie jest randomizowane, z po-
dwdjng $lepa proba. Wcigz trwa rekrutacja pacjentéw
do badania. Uczestnicy beda podzieleni na 2 grupy.
Pacjentom z pierwszej grupy zostanie podany ste-

reotaktycznie wektor AAV2-NGF w dawce 2,0x10!!
vg/pacjenta. U pacjentéw z drugiej grupy zostanie
przeprowadzony zabieg stereotaktyczny pozorujacy
podanie wektora (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCTO00876863; http://www.ceregene.com/alzheimers.

asp).

Stwardnienie zanikowe boczne

Terapia genowa jest takze potencjalng szansg dla
pacjentéw chorych na stwardnienie zanikowe boczne
(ALS; ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis). W chwili
obecnej brak skutecznej farmakoterapii tej jednostki
chorobowej (Rowland i Shneider 2001). Dowiedzio-
no, ze gtéwna przyczyng rozwoju choroby jest zmia-
na konformacyjna biatka dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD1). Zmiana ta prowadzi do utraty kontroli od-
dzialywann miedzybiatkowych, a w konsekwencji do
tworzenia nierozpuszczalnych agregatéow w komor-
kach (gtéwnym sktadnikiem zltogéw jest B-amyloid
— podejrzewany o generowanie syntezy wolnych rod-
nikéw, podobnie jak zmutowana a-synukleina w cho-
robie Parkinsona). Przyjmuje sie, ze za toksyczne
dziatania biatka odpowiada wzrost, a nie utrata ak-
tywnosci, co przyczynia sie do rozwoju stresu oksyda-
cyjnego (Cudkowiczi wsp. 1997). Ciagla i postepuja-
ca degeneracja neuronéw w ALS prowadzi do $mierci
komorek, a przez to dochodzi do utraty kontroli pracy
miesni.

Kilka lat temu zaczeto rozwazaé zastosowanie bial-
ka EAAT2 jako potencjalnego czynnika, ktéry mégtby
zahamowac¢ proces chorobowy. EAATs (ang. Excitato-
ry Amino Acid Transporters) to biatka odpowiedzial-
ne za transport aminokwaséw pobudzajacych. Cala
rodzina EAATs sklada sie z 5 bialek, kazde z nich ma
specyficzne wlasciwosci fizjologiczne i r6zng dystrybu-
cje w centralnym ukladzie nerwowym. Bialko EAAT2
jest gléwnie zlokalizowane w astrocytach (u gryzoni
funkcjonuje pod nazwg GLT-1). Do funkcji tego bial-
ka nalezy regulacja stezenia i transport glutaminia-
nu w przestrzeni pozakomorkowej. Od czasu kiedy
stwierdzono znacznie podwyzszony poziom glutami-
nianu u pacjentéw z ALS, zaczeto taczyé to zjawisko
z mozliwym spadkiem poziomu biatka EAAT2. Do-
ktadna analiza HPLC potwierdzita znaczne obnizenie
stezenia EAAT2. U 60-70% pacjentéw z ALS odnoto-
wano 30-90% spadek ilosci EAAT2 zar6wno w korze
ruchowej, jak réwniez w obrebie rdzenia kregowego
(Tanakai wsp. 1997; Rothstein i wsp. 1995).

Podejmowane byly préby leczenia i hamowania ob-
jawéw choroby poprzez podania antyoksydantéw lub
bezposrednio do naczyn wiencowych biatka EAAT2.
Nie przyniosto to zamierzonego efektu, ze wzgledu
na ograniczone mozliwosci pokonania bariery krew-
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-mézg. Dlatego tez wzieto pod uwage mozliwosé za-
stosowania terapii genowej. Jako nosnik genu zapro-
ponowano wektor wirusowy AAV2. Wstepne badania
wykazaly, ze wektor ten transdukowal jedynie neuro-
ny w rdzeniu kregowym, natomiast nie stwierdzono
praktycznie zadnej transdukcji astrocytéw. Zaobser-
wowano natomiast, ze po podaniu wektora do mie-
$ni wykazuje on zdolno$¢ przenikania do zakonczen
nerwowych i wstecznego transportu do neuronéw
w rdzeniu kregowym. Préby podania wektora z EAAT2
bezposrednio do rdzenia kregowego réwniez nie daly
praktycznie zadnej transdukcji astrocytéw. Mozliwe,
ze w przypadku tego schorzenia bardziej odpowied-
ni okazalby sie wektor lentiwirusowy (Azzouzi wsp.
2000).

Przeprowadzono jedno badanie kliniczne z wyko-
rzystaniem wektora AAV2-EAAT2 (US-0380) (http://
www.abedia.com/wiley/record_detail. php?ID=380).
Do chwili obecnej nie zostaly jednak opublikowane
wyniki tego badania.

Choroba Canavana

Jedna z pierwszych préb klinicznego zastosowa-
nia wektor6w AAV do transferu genu do komérek
mozgu jest terapia choroby Canavana. Jest to rzad-
ko wystepujaca leukodystrofia, dziedziczona w spo-
sob autosomalnie recesywny, z poczatkiem w okre-
sie prenatalnym. Jej przyczyng sg mutacje w genie
ASPA, kodujacym N-acetyloaspartaze — enzym ka-
talizujacy rozktad kwasu N-acetyloasparaginowego
(NAA) do asparaginianu i octanu. Efektem deficytu
enzymatycznego, pojawiajacego sie u chorych na
chorobe Canavana, jest akumulacja NAA w mézgu
oraz innych tkankach, co w konsekwencji skutkuje
postepujacym zwyrodnieniem gabczastym istoty bia-
tej i szarej, wspdlistniejacym z rozlang demieliniza-
cja (Matalon i Michals-Matalon 2000; Baslow i wsp.
1997).

Obecnie nie ma skutecznej metody leczenia tego
schorzenia, stosuje sie jedynie leczenie objawowe.
Czas zycia pacjentéw wynosi zwykle do 10 lat (Ku-
mari wsp. 2006). W zwigzku z brakiem mozliwosci
farmakologicznego leczenia choroby Canavana za-
czeto powaznie rozwazacé zastosowanie terapii geno-
wej. Préby, polegajace na neurochirurgicznym poda-
waniu genu dla N-acetyloaspartrazy, wydajg sie by¢
obiecujace (Leonei wsp. 2000). W efekcie w 2000
roku rozpoczeto 1 faze badani klinicznych z wekto-
rem wirusowym AAV2-ASPA (I.N.D.-9119). Wedlug
protokolu badania do terapii zakwalifikowano 21 pa-
cjentéw pomiedzy 3 a 96 miesigcem zycia z pewnym
rozpoznaniem choroby Canavana, opartym na kry-
teriach biochemicznych oraz wynikach badan gene-

tycznych (Jansoni wsp. 2002). Na pelne wyniki ba-
dan trzeba jeszcze poczekaé. Opublikowane w 2006
roku wyniki, dotyczgce 10 pacjentéw, sg obiecujace
i potwierdzaja bezpieczenstwo stosowanej terapii.
Pacjentéw zakwalifikowano do dwoéch grup otrzy-
mujacych: 8x10"'vg/pacjenta (I grupa) oraz 1x10"?
vg/pacjenta (II grupa). U pacjentéw nie odnotowa-
no znaczacych statystycznie réznic w stezeniach
badanych cytokin (IL2, IL4, IL5, IL8, IL10, 1113,
INFy oraz TNFo). U wiekszo$ci pacjentéw (7/10)
nie zauwazono pojawienia sie odpowiedzi immuno-
logicznej po podaniu wektora. U dwéch pacjentéw
zauwazono niski, natomiast u trzeciego umiarkowa-
nie wysoki poziom przeciwcial anty-AAV2 (McPhee
i wsp. 2006).

Pé6zna dziecieca neuronalna

lipofuscynoza ceroidowa

Intensywne prace prowadzone sg réwniez nad wy-
korzystaniem wektoréw AAV w leczeniu péznej dzie-
ciecej neuronalnej lipofuscynozy ceroidowej (choro-
ba Jansky'ego-Bielschowsky'ego, ceroidolipofuscynoza
neuronalna typu 2, LINCL, ang. Late Infantile Neu-
ronal Ceroid Lipofuscinosis). Jest to choroba neu-
rodegeneracyjna, spowodowana mutacjami w genie
CLNZ2, kodujacym tripeptydylo-peptydaze I. Mutacja
ta powoduje nadmierne odkladanie sie ztogéw lipofu-
scyny wewnatrz neuronéw (w zdrowych komérkach
powinno dochodzi¢ do trawienia i usuniecia tego
zwiazku z komérki). Przyczynia sie to do stopniowego
obumierania komérek nerwowych (Santavuori 1988).
Choroba ta ujawnia sie w p6Zznym okresie niemowle-
cym i daje objawy w postaci napadéw padaczkowych,
hipotonii mie$niowej, ataksji mézdzkowej, uposledze-
nia umystowego i postepujacego zaburzenia widze-
nia, prowadzacego do §lepoty. Czas zycia pacjentéw
to zwykle 8-12 lat (Worgalli wsp. 2008). Obecnie
brak skutecznej farmakoterapii tego schorzenia,
stad duze nadzieje budzi terapia genowa. Aktualnie
trwaja 3 badania kliniczne (prowadzone przez zesp6t
naukowcow z nowojorskiego Weill Cornell Medical
College), ktorych celem jest wprowadzenie do mézgu
prawidiowej wersji genu CLN2 za pomoca wektoréw
AAV2. Pierwszg z préb klinicznych rozpoczeto w 2004
roku (NCT00151216). Jest to I faza badan klinicz-
nych, obejmujaca pacjentéw w wieku od 3 do 18 lat
z pewnym rozpoznaniem choroby, wczesniej niele-
czonych z wykorzystaniem terapii genowej (Crystal
i wsp. 2004). Opublikowane do chwili obecnej wyniki
sugeruja, ze zastosowana terapia spowolnila postep
choroby. Wyniki te dotycza dziesieciorga dzieci, kt6-
rym podawano wektor AAV2-CLN2 (1,8-3,2x10!2
vg/pacjenta; wektor podawany dokomorowo poprzez
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6 otworéw w czaszce, na dwie glebokosci). Nie za-
obserwowano zadnych powaznych dzialani niepoza-
danych, ktére mozna bytoby z cala pewnoécig przy-
pisa¢ podaniom wektora. U 4 uczestnikéw badania
stwierdzono pojawienie sie krétkotrwalej humoralnej
odpowiedzi immunologicznej po podaniu wektora
(Worgalli wsp. 2008). Podsumowujac: u uczestnikéw
badania odnotowano istotne statystycznie spowol-
nienie postepu choroby ocenianego za pomoca skali
Weill-Cornell’a. Dalo to podstawy do zainicjowania
kolejnych badan klinicznych. W dwéch rozpoczetych
w 2010 roku badaniach w celu zwiekszenia wydajno-
$ci transferu genu CLN2 postanowiono wykorzystaé
wektor AAV serotypu rh10. Pierwsze z tych badan jest
na etapie I fazy (NCT01161576), docelowo zostanie
wlgczonych 16 pacjentéw w wieku 3—18 lat z pewnym
rozpoznaniem choroby, ktérzy posiadaja jedng z pie-
ciu najczesciej wystepujacych mutacji genu CLN2
i otrzymuja $rednio 6-10 punktéw w skali Weill-Cor-
nella. O$miu pacjentéw otrzyma dawke 9,0x 10" vg/
pacjenta i jesli dawka ta bedzie dobrze tolerowana,
to w przypadku kolejnych o§miu pacjentéw zostanie
zwiekszona do 1,8x10'? vg/pacjenta (http://clinical-
trials.gov/ct2/show/NCT01161576). Drugie z rozpo-
czetych w 2010 roku badan z wykorzystaniem wektora
AAVrh10-CLN2 to badanie fazy I/I1 (NCT01414985)
majace by¢ niejako rozszerzeniem badania opisanego
powyzej. Do badania zostanie wigczonych 8 chorych.
Kryteria kwalifikacji s3 mniej rygorystyczne — uczest-
nikami mogg zosta¢ pacjenci, u ktérych wystepuje
dowolna mutacja genu CLN2 i ktérzy uzyskujg 0-10
punktéw w skali Weill-Cornella. Planowane jest réw-
niez zmniejszenie dawki wektora do 9x 10" vg/pa-
cjenta, aby mozliwe bylo skrécenie czasu operacii,
a tym samym zmniejszenie prawdopodobienstwa wy-
stapienia potencjalnych skutkéw ubocznych (http://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01414985). Oba ba-
dania sg na etapie rekrutacji pacjentow.

PODSUMOWANIE

Wirusy AAV sa coraz szerzej stosowane jako wek-
tory w terapii genowej. Na szczegélng uwage zastu-
guje potencjalne zastosowanie tych wiruséw w lecze-
niu choréb neurodegeneracyjnych. Pomimo braku
spektakularnych efektéw prowadzonych badan kli-
nicznych uzyskane wyniki sg obiecujace i stanowig
solidny fundament do projektowania i prowadzenia
kolejnych badan.

Praca powstata w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego, nr N N401 0364 33.
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