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Nadaljevanije iz prejsnje Stevilke

Gensko zdravljenje (2)

RadovanKomel

V prvem delu tega se-
stavka (glej Proteus 61/1,
str. 14-23) smo spoznalli,
kaj je gensko zdravljenje, v
cem se zdravljenje telesnih
celic razlikuje od posega v
clovekove klicne celice in
na kaksne nacine lahko
gene vnasamo v telesne
celice. V nadaljevanju
bomo spregovorili o
doseZkih na tem podrocju
in o vprasanjih, ki jih bo
Se treba razresiti do
popolne uveljavitve tega
novega nacina zdravljenja
genetskih bolezni in gen-
skih okvar:

)

Dosezki genskega zdravljenja do sedaj

Po letu 1989, ko je bil odobren prvi poskus genskega zdravljenja
loveka (§lo je za poskus zdravljenja pomanjkanja adenozinske dea-
minaze), je bilo samo v ZDA do danes dovoljenih Ze 170 klini¢nih
poskusov zdravljenja razliénih genetskih bolezni, poskusi po celem
svetu pa so zajeli Ze ve¢ kot 1500 bolnikov. Ti klini¢ni poskusi so bili
v vedini primerov usmerjeni v zdravljenje bolezni, ki kar najbolj
ustrezajo vecini meril za uspesno gensko zdravljenje. To pomeni, da
je bil terapevtski gen kloniran in da tako poznamo njegovo nu-
kleotidno zaporedje, poleg tega pa tudi dobro razumemo nacin njego-
vega izraanja. Imeti moramo primeren vektor, ki omogoca dober
nadzor nad njegovim izrazanjem: 3e najbolje je, da omogoca nizko,
vendar stalno izraZanje gena (to je: manj3o stalno koli¢ino terapevtske
beljakovine v zdravljenih celicah), ¢e pa Ze pride do povelanega
izrazanja, naj povecana koncentracija beljakovine ne bi bila skodlji-
va. Celice, ki jih zdravimo, naj bi bile lahko dostopne in tiste, pri
katerih smo uspeli s transdukcijo terapevtskega gena, naj bi imele
kaksno selektivno prednost (npr. vecjo stabilnost, daljso Zivljenjsko
dobo itd.) pred netransduciranimi. Bolezen, ki jo zdravimo, pa naj bi
po moZnosti bila enostavnejia monogenska bolezen.

Ze omenjeno pomanjkanje adenozinske deaminaze (angl. Adeno-
sine Deaminase Deficiency, ADA Deficiency) je ena od takih bolezni.
Gre za redko avtosomno recesivno bolezen, katere vzrok je pomanj-
kanje oziroma neaktivnost ali slab$a aktivnost encima adenozinska
deaminaza. To povzroéi kopicenje deoksiadenozin trifosfata (dATP),
zlasti v T-limfocitih, ki so obrambne celice imunskega sistema. Huda
oblika bolezni se kaze kot imunska nezadostnost, za katero so
znacilne ponavljajode se virusne, glivi¢ne in bakterijske okuZbe.
Otroci telesno propadajo, imajo stalne hude driske in ¢e bolezen ni
zdravljena, izérpani zgodaj umrejo. Bolezen zdravijo z intravenozni-
mi injekcijami encima ADA, hujSe oblike pa s presaditvijo kostnega
mozga. V obeh omenjenih primerih prve uporabe genskega zdrav-
lienja leta 1989 so z retrovirusom, v Katerega so vgradili gen ADA.
izvedli transdukcijo 10" limfocitov T periferne krvi. Rezultati so bili
zelo prepri¢ljivi. Takoj po zdravljenju, ki je potekalo ex vivo, se je bol-
nikoma izboljial imunski sistem in Stevilo okuZb je mocno padlo.
Stevilo gensko popravljenih celic v krvnem obtoku je naraslo in do-
seglo 25-30% celotne populacije T-limfocitov. Gensko popravljeni
limfociti so tudi imeli dalj$o Zivljenjsko dobo od nepopravljenih.



Ceprav je bil postopek genske transdukcije tako velikega §tevila celic
tehniéno zelo zahteven, je v pogledu zdravljenja pomenil velik in
spodbuden uspeh.

Sledili so poskusi zdravljenja $e nekaterih drugih recesivnih mono-
genskih bolezni - druzinske hiperholesterolemije, cisti¢ne fibroze,
pomanjkanja ctl-antitripsina itd. Druzinska hiperholesterolemija, ki
prizadene enega od 500 prebivalcev, je posledica okvare celi¢nega
receptorja za plazemski lipoprotein nizke gostote (angl. Low Density
Lipoprotein, LDL). ki po krvi do celic prinasa holesterol. Holesterol
tako ne more vstopiti v celice, ki bi ga porabile, in ostaja v plazmi, se
lepi na notranjo povriino arterij in predvsem na njihovih
poskodovanih mestih onemogoca celjenje, poglabja vnetni in dege-
nerativni proces, kar povzrota zozitve kapilar in zastoje v krvnem
obtoku. Ker so jetra glavni organ presnove holesterola, so opravili
transdukcijo jetrnih celic (hepatocitov). Ker se pri neposkodovanih
jetrih celice ne delijo, so morali poskusnim bolnikom odvzeti del jeter
ter hepatocite gojiti v tkivni kulturi, kjer se delijo. Na ta nacin so lahko
izvedli transdukcijo gena za LDL-receptor z retrovirusnim vektorjem,
ki je omogo¢il stabilno vgraditev terapevtskega gena v genom hepa-
tocitov. Popravljene hepatocite so po katetru vmili v vhodno jetrno
veno in regenerirajo¢a se jetra so jih sprejela. Tudi ti poskusi so
tehni¢no izredno zahtevni, saj je bilo za uspe$no transdukcijo dovolj
velikega ¥tevila hepatocitov pri vsakem bolniku te potrebno gojiti v
vet kot 800 petrijevkah, Kljub uspe¥ni transdukeiji pa so bili rezultati
zdravljenja samo delni, saj je prislo le do majhnega padca ravni krvne-
ga holesterola, ne da bi ga uspelo zniZati na normalno vrednost.

Podobne delno uspeine rezultate so dali tudi poskusi zdravljenja
cistine fibroze. Ta pogosta avtosomno recesivna bolezen, ki
prizadene enega od 2500 Zivorojenih otrok, je posledica okvare gena
za CFTR-beljakovino kloridnega kanalka (angl. Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator, CFTR) v membrani celic na
povriini organov. Zaradi motenega prehajanja kloridnih ionov
postanejo izlo¢ki na notranji povrsini nekaterih organov (pljuca,
trebugna slinavka, prebavila) nenormalni, pregosti in zelo viskozni.
Pride do zamasitev notranjih vodov, ki povzro¢ajo stalno ponavljajoce
se okuzbe in degenerativne spremembe v tkivih. Med najbolj prizade-
timi organi so pljuca, zato so lahko pri poskusih genskega zdravljenja
uporabili adenovirusne vektorje in kationske liposome, s katerimi je
moZno izvajati transdukcijo povriinskih celic pljucnega epitelija in
vivo, kar pomeni, da so terapeviske vektorje bolnikom lahko dajali v
obliki inhalacij. To s tehni¢nega vidika nedvomno zelo enostavno in
manj zahtevno zdravljenje pa ni imelo trajnejsega ucinka, saj upo-
rabljeni vektorji ne omogocajo stabilne vgraditve terapeviskega gena
v genom epitelijskih celic. Prehodno izraZanje terapeviskega gena je
povzro¢ilo rahlo poveCanje navzocnosti CFTR-beljakovine v
pljuénem epiteliju, vendar ne vec kot za 6 tednov, nato pa je bilo treba
zdravljenje ponoviti. S ponavljanjem zdravljenja pa je prislo do zaple-
tov zaradi pove¢anega imunskega odgovora proti vektorju oziroma
njegovim beljakovinam.
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al-antitripsin - encim, ki inhibira nekatere
proteolizne beljakovine (encime, ki razgra-
jujejo beljakovine), v tem primeru serinske
proteaze, kot so tripsin, kimotripsin, kola-
genaza itd. Je pomemben pri uravnavanju
delovanja proteoliznih encimov. Pri nje-
govem pomanjkanju pride Ze v otroSivu do
hudih okvar in odpovedi jeter. Pomanjkan-
je a1-antitripsina se deduje kot avtosom-
no recesivna bolezen.

Erisom - plazmid, ki se lahko v celici podvoju-
je v citoplazmi in neodvisno od kromoso-
ma, lahko pa se tudi vgradi v njen kromo-
som in se podvojuje skupaj z njim.

GANCIKLOVIR - ciklitna organska spojina, derivat
purina.

HeMATOPOETIENE KLIENE ceuice - klitne celice
kostnega mozga, ki se diferencirajo v krvne
celice.

[MUNOMODULATOR - molekula, ki vpliva na imun-
ski odgovor organizma.

INTERLEVKIN-2 - molekula (eden od limfokinov),
ki jo izloGajo T-limfociti kot odgovor na
navzoénost tuje snovi (antigena). Je rastni
faktor za limofcite T in B, saj pospeSuje
rast samih T-limfocitov in izloZanje protite-
les iz B-limfocitov.

Limrokinl - druZina beljakovin (ki med drugim
vkljutuje tudi interlevkine), ki delujejo kot
rastni dejavniki (pospe3ujejo celitno rast
oziroma diferenciacijo) ali njihovi antago-
nisti.

LizosoM - z membrano obdan citoplazemski
organel, ki vsebuje encime za razgradnjo
polimernih biomolekul.

NukLEAZE - encimi, ki katalizirajo razgradnjo
nukleinskih kislin. Endonukleaze cepijo
vezi med nukleotidi v notranjosti nuk-
leotidnih verig, eksonukleaze pa odceplja-
jo nukleotide s koncev verig. Ribonukleaze
50 encimi, ki razgrajujejo RNA, deoksiri-
bonukleaze pa DNA.

PLazemski LIPOPROTEINI - kompleksne krogli-
gaste zdruibe polarnih lipidov in bel-
jakovin, ki v notranjosti vsebujgjo hidro-
fobne molekule (mastobe, estre holestero-
la 0z. sam holesterol) in jih prenasajo po
krvnem obfoku. Glede na razmerje med
polarnimi lipidi in beljakovinami razlikuje-
mo med lipoproteini visoke gostote (angl.
High Density Lipoproteins, HDL) in
lipoproteini nizke gostote (angl. Low Den-
sity Lipoproteins, LDL, oz. Very Low Den-
sity Lipoproteins, VLDL).

PROTOONKOGEN - celitni gen, ki navadno kodira
kaksno od regulacijskih beljakovin (npr. za
uravnavanje delitve DNA oziroma izraZanja
genov). Z mutacijo se spremeni v onkogen.

TaLaseMuA - bolezen rdetih krvnick, za katero
je znatilno pomanjkanje o- ali p-globina.
Deduje se avtosomno recesivno. Posledice
so huda kroni¢na anemija, motnje v rasti,
telesne deformacije.

TRANSOUKCIA - prenos evkarioniskih DNA z
refrovirusi v celice. Pomeni tudi prenos
bakierijskega gena iz ene bakierije v drugo
z bakterijskim virusom (fagom).
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Primer proucevanja genskega zdrav-
ljenja na madelni miski:

Pomanjkanje encima ornitin karbamil
transferaza je huda genska bolezen, za
katero je znacilna navzacnost velike
kolicine zelo toksicnega amoniaka v
krvi. Pri zdravem cloveku je encim
navzoé v mitohondrijih jetrnih in
crevesnih celic, kodira pa ga gen,
navzo¢ v kromosomu X. Za huj$o obliko
bolezni je znacilno popolno pomanjka-
nje encima, kar povzroci smrt v nekaj
dneh ali tednih po rojstvu, blaZja oblika
pa se pojavi kasneje in z manj dra-
matiénim potekom. Za to obliko so
razvili mi§ji model za proucevanje
genskega zdravljenja, to je misko, ki
ima okvarjen gen za omenjeni encim,
in z znacilno vidno fenotipsko lastno-
stjo - izrazitim pomanjkanjem dlake.
Slika prikazuje uspesno gensko zdrav-
ljenje, pri katerem so v moski zarodek
maodelne miske z mikroinjiciranjem
vnesli vec kopif neposkodovanega, te-
rapeviskega gena. Obe miski sta bili
fotografirani 15 dni po rojstvu:

A) predstavija nezdravijeno misko,

B) transgeno misko, katere fenotip je
popolnoma normaliziran.

(Po J.-C. Kaplan, M. Delpech: Biologie
Maléculaire et Médecine, Médecine -
Sciences Flammarion, Z édition, Paris,
1995).

Ker je bilo v preteklosti Ze ve¢ kot 30 raznih genetskih bolezni
uspesino zdravljenih s presaditvijo kostnega mozga, to vzbuja upanje,
da bi bilo bolezni. kot sta anemija srpastih celic in B-talasemija (glej
Proteus 60/8, str. 346), mogoée Se bolj enostavno in uspesno zdravili
z gensko terapijo hematopoeti¢nih klicnih celic. Za obe bolezni so
znaéilne nepravilne strukture hemoglobina, ki so posledica napak v
genih za globinske beljakovine. Za zdaj poskusi Se niso zagotovili
dovolj moénega in dolgotrajnega izraZanja terapevtskih genov, zato
razvijajo vektorje, ki bi lahko sprejeli daljSe molekule DNA. Med
bolezni, ki bi jih bilo mogoce zdraviti s posegom v hematopoeti¢ne
kli¢ne celice, spadajo tudi stevilne bolezni skladi$¢enja Skodljivih
metabolitov presnove v lizosomih, ki bi se sicer razgradili, ¢e ne bi
pri¥lo do pomanjkanja za to potrebnih encimov. Presaditve kostnega
mozga so namre¢ pokazale uéinkovitost tudi pri zdravljenju bolezni
skladis€enja v krvi in v nekaterih drugih telesnih tkivih, vendar ne v
centralnem Zivénem sistemu. Zato potekajo intenzivni poskusi trans-
dukcije terapevtskih genov v celice moZganov, kar bi bilo primerno
za zdravljenje nekaterih hudih progresivnih degenerativnih bolezni
centralnega Zivcevja.

Poskusi genskega zdravljenja potekajo tudi pri boleznih miSic, pri
katerih v mi%i¢ne celice neposredno injicirajo terapeviski gen, vgra-
jen v plazmidni vektor. Mii¢ne celice imajo izredno lastnost, da
dovoljujejo dalji obstoj episomske DNA, vendar pa ta zagotavlja
samo majhno in prehodno izrazanje. V novejiem Casu si prizadevajo
midi¢ne celice osamiti, jih v in vifro razmerah modificirati ter
ponovno vsaditi v migi¢no tkivo. Te tehnike za zdaj §e ne omogocajo
mnoZi¢ne obdelave vedjega Stevila celic, so pa rezultati spodbudni, saj
so pokazali, da je tudi v miSi¢nih celicah mogoce za daljSi Cas zago-
toviti izraZanje terapevtskih genov.



Kaj pa zdravljenje raka?

Rak je vedgenska bolezen, ki jo povzroci aktivacija (navadno vec)
protoonkogenov in inaktivacija genov (supresorskih genov), ki zavi-
rajo nastanek tumorjev. Mutacije v teh genih se dogodijo v krajSem
ali dalj$em Zivljenjskem obdobju, navadno ne v dolo¢enem vrstnem
redu, temve¢ je usodna le akumulacija teh dogodkov, ki progresivno
pripeljejo do malignega fenotipa. V rakasti celici je preve¢ onkopro-
teinov (ki so sicer v normalnih okoli$¢inah popolnoma normalne in za
celico potrebne beljakovine) oziroma so navzoce prevec aktivne be-
ljakovine (onkoproteini), ki imajo zaradi mutacij spremenjeno zgrad-
bo. V obeh primerih celico silijo v nenadzorovano in stalno rast. Zara-
di mutacij v zaviralnih genih hkrati ni zaviralnih beljakovin (ali pa so
funkcijsko okrnjene), ki bi inhibirale onkoproteine oziroma zavirale
izraZanje onkogenov. Pri nekaterih oblikah raka mutacije v enem od
alelov kaksnega zaviralnega gena lahko podedujemo, tako da govo-
rimo o nagnjenosti do bolezni, ki se bo pojavila, ¢e bo v Zivljenju
prislo tudi do mutacije na drugem alelu in seveda do mutacij v onko-
genih (glej Proteus 60/6, str. 258).

Za nadomei&anje zaviralnih beljakovin je primerno gensko zdrav-
ljenje z nadome3¢anjem, kot smo ga opisali do sedaj. Za vplivanje na
onkogene pa tak pristop ni primeren, saj je sicer normalne beljakovine
preveé (oziroma je preve¢ aktivna). Z dodatno gensko dozo bi tako
njen neZeljeni uinek e povecali. Res je, da bi v primeru, ko bi
obvladovali homologno rekombinacijo, okvarjene gene ali njihova
regulacijska (promotorska, aktivatorska in pospesevalna) obmocja
lahko zamenjali z normalnimi, vendar tega danes $e ne znamo. Res je
tudi, da so pri poskusih genskega zdravljenja srpaste anemije z
neposrednim injiciranjem terapevtskega gena v jedro v nekaterih ce-
licah sprozili samopopravljalni mehanizem, ki je po nacelu ho-
mologne rekombinacije izmenjal okvarjeni genski segment, vendar je
bil dogodek redek. ne da bi razumeli. kako in zakaj je do njega prislo,
in tehni¢no neuporaben za popravljanje velikega 3tevila celic. Zato
moramo pri poskusih onesposabljanja onkogenov vplivati na njihovo
izrazanje.

Metoda nasprotne mRNA (angl. antisense RNA) temelji na uvaja-
nju enoverizne RNA, pri kateri bi nukleotidno zaporedje potekalo v
obratni smeri 5'—3', kot je sicer v normalni celi¢ni mRNA. s tem, da
bi bilo komplementarno normalnemu. Na ta nacin bi prislo do nas-
tanka hibridne dvoverizne RNA in vstop normalne mRNA v proces
translacije (to je: biosinteze onkoproteina na ribosomih) bi bil
onemogo&en. Neobi¢ajno dvoverizno RNA bi tudi hitro prepoznali
celiéni obrambni encimi (nukleaze) in jo razgradili. Nasprotne mRNA
bi v tumorske celice vnesli z liposomi, potekajo pa tudi poskusi. da bi
sintetizirali njih kodirajo¢e gene, ki bi jih v celice lahko vnesli z retro-
virusnimi vektorji. Omenjeni pristop je primeren za lokalno zdrav-
ljenje tumorjev, saj bi vnos nasprotne mRNA v zdrave celice lahko
povzroéil odsotnost normalnega protoonkogenskega produkta, to je
normalne beljakovine, ki jo celica potrebuje. Pri tem se sreCujemo s
podobnim problemom kot pri uporabi citostatikov, ki poleg tumorskih
prizadenejo tudi doloeno $tevilo zdravih telesnih celic.
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Ob lani klonirani ovci Dolly je
postalo jasno, da so znanstveni-
ki odkrili nacin, kako dednino iz
poljubne odrasle celice povrniti
Vv njeno zacetno stanje in jo
"prisiliti", da bo v izpraznjeni
jajéni celici (iz katere so pred-
hodno odstranili njeno DNA)
odigrala zacetno vlogo pomno-
Zevanja in diferenciacije celic v
nov organizem. Bolj kot neetic-
na in nesmiselna vprasanja, ali
bomo sedaj kar klonirali ljudi,
se postavlja v ospredje moZnost
kloniranja cloveskih celic v do-
locena tkiva in v prihodnosti
morda tudi v organe. S tem se na
Siroko odpirajo moZnosti gen-
skega zdravljenja. Bolnikovo
DNA bi lahko osamili iz neke
telesne celice, v njej IN VITRO
nadomestili ali popravili okvar-
jene gene, jo nato vnesli v
izpraznjeno jajcno ali celo kak-
§no drugo celico in s klonira-
njem IN VITRO pridobili zdravo
tkivo, ki ga organizem po presa-
ditvi ne bi zavrnil. Pri zdrav-
ljenju raka bi lahko izhajali iz Se
ne popolnoma poskodovane
DNA telesne celice, ki ni presla
v maligno spremembo, in na ta
nacin v celoti nadomestili s
tumorjem prizadeti organ.
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Encim timidinska kinaza (TK) je
neskodljiva za celico. dokler ta ni
izpostavijena njegovemu substratu
gancikloviru. Encim TK pripne fosfat-
no skupino na ganciklovir (ga fosforili-
ra), tako da nastane za celico zelo stru-
pena spojina, ki jo unici. Ce v tumor ali
njegovo bliZino vbrizgamo celice, ki
smao jih paprej zmanipulirali tako, da
proizvajajo retrovirusne delce z vgra-
jenim genom za TK, bodo ti delci
okuZili izkljuéno delece se celice
tumarja in v njihov genom vgradili gen
za TK. Tumorske celice bodo zato
zaéele proizvajati encim TK. Ce bolniku
nato damo ganciklovir, se bo ta fosfo-
riliral samo v tumorskih celicah s TK in
tako nastali strupeni produkt jih bo
unicil. (Po Cox & Sinclair: Molecular
Biology in Medicine, Blackwell Sci-
ence, 1997).

V tumor injiciramo
celice, ki proizvajajo
vektor s »samomoril-
skim genom« za
timidinsko kinazo (TK).

Nastajajoti retrovirusni
vektorii okuZijo delee se
celice tumorja.

Bolniku sma dali
kemoterapevtik
ganciklovir.

Podoben pristop je tudi tako imenovana "tripleks strategija", pri
kateri v celico vnaSamo krajsi oligonukleotid z zaporedjem nukleoti-
dov, ki je popolnoma komplementarno eni od verig DNA v obmoéju
kak3nega onkogena. Zelo pomembne so raziskave nekaterih nuk-
leotidnih analogov, ki bi vgrajeni v tak3en oligonukleotid moéno
povecali njegovo nagnjenost do vezave na DNA. Omenjeni oligonuk-
leotid naj bi izrabil trenutek, ko se med prepisovanjem DNA v mRNA
verigi DNA razpreta, in se vrinil vmes, tako da bi nastala nekak$na
troverizna DNA. S tem bi bil proces transkripcije zaustavljen. Tudi v
tem primeru bi morali poskrbeti za to, da ne bi prizadeli izraZanja nor-
malnih genov oziroma genov v normalnih celicah.

Vidimo, da je tudi pri poskusih genskega zdravljenja raka eden
glavnih problemov pomanjkanje poznavanja posebnih povrsinskih
molekul (tako imenovanih celi¢nih oznacevalcev), ki bi rakasto celi-
¢o popolnoma razlikovale od normalne, tako da bi znali izdelati izred-
no specifiéne vektorje, ki bi terapevtsko DNA prenesli izkljuéno samo
vanje. Zato potekajo tudi poskusi. da bi rakave celice naredili "vidne"
za imunski sistem organizma. To poteka tako, da bolniku odvzamemo
nekaj celic tumorja, jih gojimo v celi¢ni kulturi in vanje vnesemo gen
za beljakovino, ki bi jo telesne celice ubijalke prepoznale kot tujek.
ali pa za beljakovino, ki sicer stimulira imunski odgovor organizma.
Zmanipulirane celice nato vbrizgamo v tumor in celice ubijalke jih
prepoznajo kot tujek. Obenem pa za¢nejo prepoznavati tudi nezmani-
pulirane celice tumorja. Imunski odgovor lahko vzbudimo in
pospeSimo tudi tako, da bolniku iz krvi odvzamemo dolo¢eno
koli¢ino levkocitov, ki se infiltrirajo v tumorje (angl. Tumor Infiltra-
ting Leucocytes, TIL), jim v celiéni kulturi veepimo veé kopij gena za
kak3nega od imunomodulatorjev (npr. za interlevkin-2) in s tem
pove¢amo njihovo imunsko mo¢ ter jih vrnemo bolniku.

Lep primer mo¢i genskega zdravljenja kazejo obetavni poskusi
zdravljenja tumorjev centralnega Zivénega sistema. MoZganski tumor
predstavlja skupek hitro delecih se celic, obdan z okoljem normalne-
ga moZganskega tkiva iz nedelecih se celic. Neposredno v tumor
lahko vbrizgamo pomoZne celice, v katere smo poprej vnesli gen za
beljakovino, ki je Skodljiva za celice, v katerih bi nastala, ko bi se ta
gen izrazil. Vbrizgane pomozne celice bodo zacele izdelovati retro-
virusne vektorje z omenjenim genom, ti pa bodo okuZili izklju¢no
samo delece se celice tumorja. Kot smo 7e omenili, retrovirusi namre¢
ne morejo okuZiti nedelecih se celic: vanje sicer lahko prodrejo, ne
znajo pa prodreti skozi jedrno membrano in se tako ne morejo vgra-
diti v jedrni genom.

Problemi, ki jih Se moramo resiti

Ze dobrih deset let govorimo, da bo gensko zdravljenje "Cez nekaj
let Ze stalna medicinska praksa". Rezultate omenjenih nekaj sto
klini¢nih poskusov, ki so jih opravili do sedaj, v tem trenutku z vso
resnostjo preverjajo in razsojajo. Samo v obdobju od januarja do maja
letos je v mednarodnih znanstvenih revijah iz8lo ve¢ kot 600 ¢lankov



o genskem zdravljenju. Za ve€ino opravljenih poskusov velja, da so
sicer za kraj$i ¢as uspeli pri bolnikih opazno povecati §tevilo manjka-
jotih beljakovin, v nekaterih primerih so uspeli celo skoraj v celoti
normalizirati fenotip, vendar je sploSna ocena, da stanje 3e ne
omogo¢a splo§ne uporabe tega na¢ina zdravljenja. Se vedno ne
razpolagamo z dovolj velikim izborom u¢inkovitih vektorjev, s kate-
rimi bi bilo mogode "zadeti" kar najvecje stevilo bolnih celic, in to po
moZnosti tako, da bi postopek izvedli in vivo, ne da bi pri tem prizadeli
zdrave celice organizma. Tudi pri najboljsih retrovirusnih vektorjih $e
vedno ostaja dvom o njihovi varnosti, ¢eprav pri dosedanjih poskusih
niso naleteli na problem insercijske mutageneze. Ni namre¢ mogoce
izklju¢iti moznosti, da se je tak vektor (ki se vgradi v genom
naklju¢no, v poljubna mesta v DNA) veradil v bliZzino pomembnih
genov, kjer sicer trenutno "spi”, lahko pa se bo ob ugodnih okolis¢inah
po daljSem obdobju vzbudil in motil izraZanje pomembnih bliznjih
genov. Zato bo za dokonéno ovrednotenje zelo obetavnih prvih
poskusov genskega zdravljenja z retrovirusnimi vektorji potrebnih $e
nekaj let temeljitega preuc¢evanja. Varnejsi sistemi za stabilnejsi
(¢asovno dalj§i) zunajkromosomski nacin izrazanja terapeviskih
genov $e niso dovolj razviti. Pri uporabi nekaterih drugih virusnih
vektorjev se lahko pojavijo imunski problemi, saj te vektorje (oziro-
ma njihove beljakovine) ob daljsi stalno ponavljajoéi se uporabi telo
zane prepoznavati kot tujek in zato zavracati, Se preden so opravili
svojo nalogo - biosintezo terapevtske beljakovine. Uporaba liposo-
mov obeta veliko, vendar usode DNA, ko se ta izlije v celico, za zdaj
$e ne znamo natancno predvideti (jo bodo celi¢ni encimi razgradili,
bo $la v celi¢no jedro, se bo vgradila v genom?) in proces imeti pod
nadzorom. Pri sedaj uporabljanemu nacinu, ko poskufamo v omeje-
nem $tevilu "zadetih" celic spodbuditi ¢im vedjo produkcijo te-
rapevtske beljakovine, se lahko pojavi tudi nevarnost, da bo (pre)veli-
ka navzoénost te beljakovine v celici podrla beljakovinsko ravnoteZje
in usodno vplivala na celi¢no presnovo. Se mnogo se moramo nauéiti
0 uravnavanju izrazanja posameznih genov in spoznati, zakaj se
Stevilne genetske bolezni kljub enakemu genotipu (isti vrsti mutacije
v istem genu) pri razli¢nih ljudeh izrazajo razli¢no. Znanje o vecgen-
skih boleznih in o vzajemnem, orkestriranem uravnavanju delovanja
§tevilnih genov je Se zelo pomanjkljivo. Isto velja za mehanizme
homologne rekombinacije. Ko jih bomo enkrat znali sproZiti, voditi
in nadzorovati po vnosu terapevtske DNA v organizem, bo mogoce
natanéno izmenjevati ne samo gene, temvec celo samo odseke DNA,
ki so okvarjeni, in to brez stranskih u¢inkov. To je tudi kon¢ni cilj
genskega zdravljenja.

Kljub vsemu lahko v tem trenutku Ze z veCjo gotovostjo reCemo, da
je gensko zdravljenje Ze tu in da bo v prihodnjih letih pocasi zacelo
vstopati v kliniéno prakso. Silovit napredek molekulske biologije in
genske tehnologije, ki mu komaj Se sledimo, je dobro zagotovilo, da
se bo to tudi uresnicilo. H
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