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Purpose: Presentation of newest achievements from borderland of ophthalmology and molecular biology and their
clinical employment areas in the therapy of eye diseases.

Material and methods: MEDLINE database has been searched for terms gene, gene therapy, ocular, eye in title and
summary fields.

Results: Based on the latest literature eye disorders have been selected that are currently in focus of gene therapy. Expe-
rimental approaches in vitro as well as in vivo have been reviewed.

Conclusions: modem ophthalmology profits more and more from newest achievements in molecular biology such as
gene therapy. Transfer of additional genes to selected target cells within eye is able to change function and allows to
achieve required effects. It is performed through employment of so called vectors, small particles allowing the gene to
be transferred. Presently most often used vectors are derived from viruses (retrovirus, adenovirus, viruses AAV). Experi-
mental studies have been performed in following eye diseases: retinitis pigmentosa, Leber congenital amaurosis, glau-
coma, retinoblastoma, postoperative posterior capsule opacification, comeal diseases, age related macular degenera-
tion, uveal melanoma. In each case the experimental results were promising. However, possible side effects of such
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therapy are not sufficiently known. There have been no clinical gene therapy studies in ophthalmology so far.
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1. Wprowadzenie

Gwattowny rozwéj biologii molekularnej w ostatniej dekadzie
umozliwit medycynie coraz lepsze poznanie patofizjologii wielu
chordb. Dzieki najnowszym technologiom mozliwa jest nowoczesna
diagnostyka oparta na badaniu genomu pacjenta. Ustalenie podto-
za genetycznego schorzenia pozwala nam czeéciej ingerowac
w przyczyny chordb za pomoca przenoszenia czasteczek DNA,
zawierajacych wybrany gen, do pojedynczych komoérek pacjenta.
Idea leczenia chordb poprzez przenoszenie czasteczki DNA z wybra-
nym genem, czyli transfer genu, okreslana jest obecnie jako terapia
genowa. Wiasciwie w kazdej dziedzinie medycyny prowadzi sie
badania nad leczeniem za pomoca transferu genéw do wybranych
docelowych komoérek. Pierwsze badania kliniczne miaty miejsce
w 1990 roku (2) i po 12 latach od tego czasu w fazie klinicznej jest
okoto 300 programéw badawczych w samych tylko Stanach Zjedno-
czonych. Blisko dwie trzecie z nich dotyczy nowotworéw, a probom
leczenia poddano juz powyzej 3500 pacjentéw (18). W przypadku
wielu dziedzin, w tym okulistyki, doswiadczenia sg jeszcze w fazie
laboratoryjnej. Prawdopodobnie jednak i tu w ciggu najblizszych
kilku lat mozemy sie spodziewac badan z udziatem pacjentow.

2. Terapia genowa schorzen okulistycznych

2.1. Podstawowe pojecia biologii molekularnej

Terapie genowa mozemy zdefiniowac jako leczenie lub zapobie-
ganie chorobom za pomoca przenoszenia czgsteczek DNA, zawiera-
jacych dodatkowe geny, do wybranych komérek organizmu, zwa-

nych komodrkami docelowymi (18). Samo DNA nie wywotuje
w komdrce efektu terapeutycznego. Ulega ono procesowi trans-
krypcji w kwas RNA, stanowigcy matryce do wytwarzania protein,
ktérych budowa odpowiada informacjom zawartym w nici DNA.
Dopiero wytworzone biatka mogg zmienia¢ cykl komérki, katalizo-
wac okreslone reakcje biochemiczne, niwelowac defekt genetyczny,
zmienia¢ budowe struktur komaorki. W teorii medycyna, znajac funk-
cje kazdego z zapisanych w genach biatek, bytaby w stanie wybiér-
czo i dowolnie ingerowac¢ w komérke. Geny w postaci molekut DNA
dostarczane sg do komérek docelowych za pomocg specjalnych
przenos$nikéw zwanych wektorami. Odbywac sie to moze za pomo-
g réznych technik. Definicje waznych poje¢, pomocnych w zrozu-
mieniu dalszej czesci artykutu, zawarte s w tabeli I.

2.2. Transfer genéw — rodzaje wektoréw

Mozliwe jest przenoszenie gendw za pomocg metod fizycznych
takich jak iniekgja, elektroporacja. Metody takie sg jednakze stosun-
kowo niespecyficzne i mato efektywne. Do transferu genéw wyko-
rzystuje sie zatem specjalne przenosniki zwane wektorami. Podzieli¢
je mozemy na niewirusowe oraz wirusowe. Przyktadami wektoréw
niewirusowych sg lipidy kationowe, polimery kationowe i liposomy.
Wektory wirusowe z kolei, najpowszechniej stosowane, tworzone
sq W oparciu o retrowirusy (Rv), adenowirusy (Ad) i wirusy adeno-
associated virus (AAV) (18). W przypadku wektorow wirusowych
gen poddawany transferowi jest zintegrowany z genomem wirusa
i zawarty we wspolnym kapsydzie, a sam jego transfer polega na
infekcji wybranych komérek tak zmodyfikowanym wirusem. Transfer
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genéw za pomocg wektordw wirusowych jest stosunkowo wydajny.
Pewne ograniczenia narzucajg ograniczona dtugos¢ insertu, czyli
czastki DNA z zapisanym genem, jaki mozemy wbudowywac
W genom wirusa, oraz immunogenno$¢ samego wektora (23).

2.3. Strategie terapeutyczne

Jakie efekty mozna uzyska¢, wprowadzajac dodatkowy, wybrany
gen do komdrek? W przypadku choréb, w ktérych mamy do czynie-
nia z brakiem lub nieprawidfowa kopig genu w genomie, przejawia-
jacym sie np. pojedynczym defektem enzymatycznym, uzyskamy
jego naprawe, wprowadzajac prawidtowa kopie genu. Jezeli choro-
ba uwarunkowana jest nadmierng ekspresjg jednego z gendw,
mozemy prébowac ja ograniczy¢ poprzez dostarczanie komplemen-
tarnych do danego genu nici DNA. Jest to tzw. strategia anti-sense.
Jej rezultatem jest taczenie transferowanego komplementarnego
DNA z mRNA genu o nadmiernej ekspresji. Wewnatrzkomérkowa
interakcja DNA z mRNA w efekcie obniza aktywnos$¢ ,chorego”
genu. W celu obnizenia ekspresji danego genu mozliwe jest rowniez
wykorzystanie czastek RNA o specjalnych wiasciwosciach — rybozy-
méw (7). Maja one wtasciwos¢ wybidrczego rozpoznawania czastek
mRNA i ich modyfikacji lub niszczenia. Strategia suicide z kolei, pole-
gajaca na dostarczaniu do komoérek genédw kodujgcych substancje
toksyczne lub ich prekursory, wykorzystywana jest zwtaszcza w przy-
padku terapii choréb nowotworowych (7). Gdy podfoze genetyczne
nie jest do konca poznane, a istniejag dowody dziatania terapeutycz-
nego cytokin, prébuje sie dostarcza¢ geny kodujace te ostatnie.

2.4. Dostepnosc oka dla terapii genowej

Oko jest z pewnoscig narzadem uprzywilejowanym i stanowi
doskonaty obiekt badan nad terapig genowa. Dzigki barierze krew-
-siatkdwka oraz krew-ptyn komory przedniej stanowi ono swoiscie
izolowany organ, w ktérym podanie wektora rzadko powoduje
reakcje uogdlnione (19). Jest narzadem tatwo dostepnym zaréwno
w celu podania wektorow, jak i pdzniejszego badania efektow tera-
pii genowej. Dostepne sg réwniez modele zwierzece choréb, na
ktorych mogq by¢ prowadzone badania eksperymentalne, np.: dla
retinitis pigmentosa.

2.5. Przyktady zastosowan

2.5.1 Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa charakteryzuje sie powolnym postepujacym
zwyrodnieniem komorek fotoreceptoréw. Proces zwyrodnieniowy
moze by¢ wywotywany caty gamg mutacji genetycznych. Mimo ze
podtoze genetyczne nie jest w petni poznane, wszystkie tego typu
mutacje wywotujg ostatecznie apoptoze (14). Istnieje caly szereg
myszy transgenicznych, ktére ujawniaja zmiany analogiczne do tych,
ktére obserwujemy w retinitis pigmentosa (6). W swoich doswiad-
czeniach Liang i wsp. wykorzystali jako model myszy rhodopsin
knockout (rd -/-). Opierali sie oni na wecze$niejszych obserwacjach,
z ktérych wynikato, ze cytokina CNTF (ciliary neurotrophic factor)
powoduje wolniejsze postepowanie degeneracji fotoreceptorow (3).
Liang i wspdtpracownicy wigczyli gen kodujacy CNTF pod kontrolg
promotora CMV do genomu wirusa AAV. Po podaniu podsiatkéwko-
wym i infekcji czastkami wirusa fotoreceptoréw myszy rd -/- uzyska-
no spowolnienie postepowania zwyrodnienia i wydfuzone przezycie
fotoreceptoréw przez co najmniej 3 miesigce (14). Bardzo podobne
doswiadczenia, z wykorzystaniem jednakze FGF-2 (fibroblast growth

factor), przeprowadezili Lau i wsp. Po podsiatkéwkowej iniekgji zre-
kombinowanych czastek wirusa z genem FGF-2 pod kontrolg promo-
tora CMV u szczepu myszy transgenicznych TgN S334ter-4 uzyskano
zmniejszenie liczby receptoréw ulegajacych zwyrodnieniu (13).
U zadnego z badaczy uzyskana poprawa nie byta jednak trwata.

2.5.2 Wrodzona $lepota Lebera (LCA)

Wrodzona $lepota Lebera nalezy do dziedzicznej odmiany retini-
tis pigmentosa, ktéra powoduje prawie catkowitg Slepote juz
w dziecifistwie. Jedng z ustalonych przyczyn tej choroby jest muta-
cja genu RPE 65 (w LCA typ lI). Istnieje model zwierzecy tego scho-
rzenia. Stworzono psy z podwojng mutacjg RPE65 -/-. W badaniach
laboratoryjnych Acland i wsp. wprowadzili gen RPE65 poprzez
podanie doszklistkowe i podsiatkéwkowe zrekombinowanych wiru-
séw AAV. Ekspresja tego genu w komorkach barwnikowych zapo-
biegta zmianom degeneracyjnym. Po 4 miesigcach psy poddane
leczeniu uzyskiwaty w testach behawioralnych ostros¢ wzroku
odpowiadajaca 5/5. Funkcja narzadu wzroku potwierdzona zostata
dodatkowo badaniami ERG. Zwierzeta w grupie kontrolnej, u kté-
rych nie zastosowano terapii genowej, utracity wzrok (1).

2.5.3 Jaskra

W jaskrze dochodzi do obumierania komérek zwojowych siatkéw-
ki. Do stanu takiego moze dochodzi¢ w wyniku podwyzszonego
ci$nienia wewnatrzgatkowego badz predyspozydji genetycznych bez
podwyzszonego cisnienia wewnatrzgatkowego. Dochodzi¢ moze do
nagromadzenia sie toksycznych zwigzkéw glutaminianu, utraty wol-
nych rodnikéw tlenowych, utraty ochronnego dziatania czynnikéw
wzrostu (20). Efekt koficowy jest w obu przypadkach identyczny —
apoptoza komorek zwojowych. W badaniach laboratoryjnych uzywa
sie modeli zwierzecych, w ktdrych apoptoza jest indukowana przez
przeciecie nerwu wzrokowego bez podwyzszenia cisnienia wewnatrz-
gatkowego badz przez zamkniecie zyt nadwardéwkowych z podwyz-
szeniem cisnienia wewnatrzgatkowego. Zaobserwowano, ze w cza-
sie apoptozy dochodzi do zwiekszonej ekspresji genu bax. Podejmo-
wane sg zatem préby podawania doszklistkowego komplementarne-
go DNA, zgodnie ze strategig anti-sense (9). Inna grupa badaczy,
opierajac sie na obserwagji, iz czynnik wzrostu BDNF (brain derived
growth factor) nalezy do substancji majacych dziata¢ neuroprotekcyj-
nie na komorki zwojowe, przeprowadza eksperymenty, w ktdrych
wprowadza gen BDNF za pomocg wektorow adenowirusowych (5).
W fazie poczatkowej sq badania transferu genéw do komdrek
w obrebie beleczkowania lub w obrebie pooperacyjnej poduszki fil-
tracyjnej. Udowodniono jedynie, ze transfer taki jest mozliwy za
pomocg wektoréw wirusowych (15,22).

2.5.4 Retinoblastoma

Siatkéwczak nalezy do najczestszych ocznych guzéw ztosliwych
wystepujgcych u dzieci. Obecne leczenie operacyjne (duze guzy —
czesto enukleacja) pofaczone z naswietlaniem ma liczne efekty
uboczne. W trakcie badan s préby unicestwiania komérek nowo-
tworu za pomocg strategii suicide. Doswiadczenia in vitro przepro-
wadzane na linii komérkowej siatkdwczaka Y79Rb dowiodty, ze
podanie adenowirusa z genem HSV-Tk (gen kinazy tymidynowej
wirusa HSV) wraz z nastepczym podaniem gancykloviru wywotuje
obumieranie komérek guza. W wyniku reakcji gancykloviru pod
wptywem kinazy tymidynowej powstaja toksyczne analogi nukle-
otydéw. Do podobnych efektéw dochodzi in vivo u myszy po poda-
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niu doszklistkowym komérek Y79Rb. Myszy takie stanowig sztuczny
model zwierzecy siatkdwczaka. Leczenie za pomocg transferu HSV-
Tk wraz z podaniem gancykloviru wyraznie wydtuzato przezycie
w stosunku do grupy kontrolnej (8).

2.5.5 Zmetnienie torebki tylnej

Zmetnienie torebki tylnej wystepuje czesto jako pdzne powikia-
nie po zewnatrztorebkowej chirurgii za¢my. Uwaza sie, ze odpowie-
dzialna za nie jest hiperplazja pozostatego nabtonka soczewki.
Eksperymentalnie bada sie mozliwos¢ zastosowania strategii suici-
de z wprowadzeniem genu HSV-Tk za pomoca retrowiruséw lub
adenowiruséw i podaniem gancykloviru, podobnie jak miafo to
miejsce w siatkéwczaku. Badania in vivo na krélikach z podaniem
wektora do komory przedniej i doszklistkowo wykazywaty spowol-
nienie wystepowania zmetnienia torebki tylnej (4,17).

2.5.6 Schorzenia rogéwki

Proces zmetnienia rogéwki w przebiegu typu VIl mukopolisacha-
rydozy mozna zahamowac¢ za pomocg transferu zdrowego genu
beta-glukuronidazy. Kamata i wsp. udowodnili, ze jest to mozliwe
u myszy z defektem odpowiadajacym mukopolisacharydozie typu
VII. Po podaniu do komory przedniej i do warstwy wiasciwej
rogéwki wektora adenowirusowego z genem beta-glukuronidazy
zmetnienie nie wystepowato (10). W obrebie rogéwki podejmowa-
ne sa tez proby zmniejszania reakcji immunologicznej na przeszcze-
piong allogeniczng rogéwke poprzez transfer do tkanki dawcy genu
kodujgcego immunomodulujgcg cytokine IL-10 (11).

2.5.7 Starcze zwyrodnienie plamki

Nowotwdrstwo naczyniowe w obrebie naczyniéwki jest jednag
z istotnych przyczyn utraty widzenia u pacjentéw ze starczym zwy-
rodnieniem plamki. Doswiadczenia prowadzone sa na myszach,

u ktorych wywotuje sie sztucznie nowotworzenie naczyn poprzez
fotokoagulacje laserem kryptonowym. Podanie podsiatkéwkowo
wirusa AAV z genem kodujacym angiostatyne znaczaco ogranicza
rozmiar nowotworzenia, ktory jest oceniany za pomoca angiografii
fluoresceinowej i badan histologicznych (12).

2.5.8 Czerniak naczyniowki

Czerniak nalezy do najczestszych nowotworéw oczu u dorostych
pacjentéw. Za pomoca terapii genowej podejmowane byty préby
ograniczenia wystepowania przerzutéw guza. Przypuszcza sie, ze
aktywatory plasminogenu mogg ufatwia¢ szerzenie sie komdrek
nowotworowych. Transfer za pomocg adenowirusa genu kodujace-
go inhibitor aktywatora plasminogenu typu | (PAI-1) powodowat
obnizenie o 50% czestosci wystepowania przerzutéw do watroby
w eksperymentach na myszach, u ktérych indukowano czerniaka
poprzez podanie do przedniego odcinka komérek linii 99E-1 (16).

3.  Whnioski

Leczenie chordb okulistycznych poprzez transfer genéw do cho-
rych komérek daje niezmiernie wiele mozliwosci wptywania na
budowe komérki, cykl komérkowy i szlaki metaboliczne. Dzigki tera-
pii genowej jestesmy w stanie usuwac przyczyny schorzen, uzysku-
jac de facto catkowite wyleczenie u zwierzat, jak np. w przypadku
wrodzonej slepoty Lebera. Z pewnoscig doktadne poznanie patome-
chanizmu odpowiedzialnego za powstanie choréb jest podstawg do
wypracowania i zastosowania skutecznego leczenia. Bardzo wazne
jest stworzenie nowych wektoréw, mogacych przenosi¢ wydajniej
diuzsze faficuchy DNA do wiekszej liczby komérek. W wiekszosci
przypadkéw bardzo wazne jest, by efekt transferu genéw byt jak
najdtuzszy, dajac mozliwie trwate efekty. Nalezy podkresli¢, ze nie sg
znane do tej pory w petni efekty uboczne stosowanych terapii.
Mozemy je podzieli¢ na powstate w wyniku reakcji organizmu na

Nazwa polska Nazwa angielska Definicja (definition)

(polish term) (english term)

Apoptoza apoptosis proces samoistnego zaprogramowanego unicestwienia komorki

Ekspresja expression proces, w ktérym dochodzi do transkrypcji DNA w mRNA, a nastepnie
translacji mRNA w biatka

Genom genome catos¢ materiatu genetycznego danego organizmu

Insert insert odcinek DNA wtaczony w obreb innego tfaricucha DNA

Kapsyd capsid otoczka wirusa

Knockout knockout organizmy, w ktdrych wszystkie kopie danego genu zostaty
eksperymentalnie unieczynnione

Komérki docelowe target cells komorki, do ktorych ma zostac przeniesiony gen w terapii genowej

Promotor promoter miejsce w obrebie DNA odpowiedzialne za zainicjowanie procesu
transkrypgji

Terapia genowa gene therapy leczenie lub zapobieganie chorobom z wykorzystaniem transferu gendéw

Transfekcja transfection wywotywany proces przyjmowania obcego DNA do komérki

Transkrypcja transcription proces tworzenia RNA na podstawie matrycy DNA

Translacja translation wytwarzanie biatek na podstawie informacji zawartych w mRNA

Wektor vector czastka, dzieki ktorej mozliwy jest transfer gendw (np. wirus)

Tab. I. Podstawowe pojecia biologii molekularne;j.

Table 1. Basic terminology in molecular biology.
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obecno$¢ wektora (reakcje o charakterze immunologicznym) oraz na
uboczne reakcje komérek na wprowadzony gen. Smutnym przykfa-
dem nieprzewidywalnosci terapii genowej jest $mier¢ 18-letniego
pacjenta poddawanego terapii genowej we wrze$niu 1999 roku
w szpitalu klinicznym Uniwersytetu Pensylwanii (21). W wypadku
badan klinicznych zalecana jest zatem daleko idaca ostroznosc.
W okulistyce badania z udziatem pacjentéw sa jeszcze kwestig naj-
blizszej przysztosci.
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