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A génterapia eredményei

és perspektivai

a primer immundefektusok

kezelésében

Sofi Gyula

RESULTS AND PERSPECTIVE OF GENE
THERAPY IN THE TREATMENT OF
PRIMARY IMMUNODEFICIENCY
During the last decade research has been
directed toward gene-replacement therapy of
genetic disorders, including primary immu-
nodeficiencies. Efficient methods for gene
transfer were developed to correct the gene
defect in adenosine desaminase deficiency,
leukocyte adhesion deficiency and chronic
granulomatous disease. Somatic gene therapy
in a patient with ADA deficiency was perfor-
med two years ago. This paper summaries
inicial clinical applications of gene transfer
and gene therapy in primary immunodefici-
ency and the future prospects of gene therapy
in cohort of patients.
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Az elmall éviizedben intenziv kutatomunka
irdnyult a genetikai megbetegedések, ezen
belll a primer immundeficienciak génterapi-
ajanak kidolgozdsara. Technikailag kivitelez-
hetévé valt a gén-transzfer lehetséges mad-
szereit adenozin dezaminaz deficiencidban,
leukocita adheziv protein defektushan és kro-
nikus granulomatozishan. Két évvel ezelétt
megtortént az elsé génterdpids beavatkozds
ADA deficiencidban szenvedé betegen. Koz-
leménylinkben dsszefoglaljuk a génterdpia
lehetséges maodszereit, gyakorlat kivitelezé-
s¢t, €és perspektivait primer immunhidnyos
dllapotok kezelésében.
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egkozelitdleg 6tezer olyan kéros jelleget,

alhpotot vagy betegseget ismeriink,

amelyet egyetlen gén struktdrdjanak
megviltozasa, és ezzel e]emelen vagy csokkent
funkuonahs aktivitdsa idéx el6 (1). A rendellenes
génmiikodés az esetek tulnyoma tébbségében mar
a korai gyermekkorban klinikai tiineteket eredmé-
nyez, ¢s mind az élet mindségére, mind az ¢lettar-
tamra kedvezotleniil hat. A velesziiletett rendelle-
nességek leg,tobb]u: ma még nem tud]uk kielégitd
modon gydgyitani; a tartés kezelés driasi terheket
jelent mind a beteg és csalidja, mind a tirsadalom
szamdra.

A molekularis genetika fejlédésének koszonhe-

hogy a géndefektusok kezelésében ma maér
realitdssa valt a betegséget eredményez6 mutans
gén normal viltozatdnak a sejtbe tltetése és eziltal
a beteg végleges meggvogyitdsa. Génterapia clsé-
sorban azokban a betegségekben jon szdba, ame-
lyeket egyetlen gén hibds miikodése okoz. Klasszi-
kus értelemben génterdpian azt az eljarast éryuk,
amelynek sordn a beteg geneukailag koros sejyeibe
idegen eredetl, klonozott gént visziink be abbol a
célbol, hogy a gén hianyzo vagy csdokkent mitkodé-
sét korrigaljuk. Vannak azonban olyan médszerek
15, amelyekben nem sziikséges a normal géntabbaa
sejtvonalba bejuttatni ahol egyébként aktiv lenne.
Illyen médszerek alkalmazhatdk példaul az alva-
dasi faktorok hidnyabél eredd betegségekben. Az
alvaddsi fakrorok tobbségér a mdj termeli. A hae-
mophilidk génteripiajihoz nem szlkséges a hi-
anyzo6 alvadasi faktor normil alléljat beiiltetni a
nn]sthkbe elegend6 és tu.hmk’ulaé1 1s egyszertb-
e Twisleatiend » mormi) gén bejuttatdsa fibro-
blastokba vagy endothelsejtekbe, ahonnan a gén-
termék exocitozis utjan kertl a véraramba és bizto-
sitani tudja a véralvadishoz sziikséges faktorkon-
centrdciét. A génterdpia definicidja a korabbiak-
hoz képest tehat modosult: ma mdr génterdpidn
ertiink minden olyan DNS szintii manipulicio,
amelynek eredményeképpen a beteg sejtjet iij funtk-
cionalis sajatsagokra tesznek szert (2).

A genetikai rendellenességek egy jelentés hanya-
dit teszik ki az immunrendszer velesziiletett
hlanyallapotal A hibis gént hordozd immundefi-
ciens gyermekek egy részében korai felismerés és
megfelelé kezelés nélkul a betegség mar a csecse-
mékorban halillal végzédik (példaul silyos kom-
binilt immundefektusok). Az immundeficienciak
jelenleg legiltalanosabban alkalmazott kezelési le-
hetéségei az intravénds immunglobulin-szubszti-
tacio, a csontvelS-transzplanticid, az utdbbi évek-
ben pedig a citokin terdpia (3). A végsé megoldds
azonban e teriileten is csak a molekuldris genetika
eredményeitdl varhato.

LAM1992;2(10):924 928.

Az egész orvostudomidny torténetében kiemel-
kedé allomas volt 1990 szeptember 14-¢, amikor
Blaese és Anderson kutatocsoportja egy négycves,
kombindlt immundefektusban, adenozin dezami-
niz (ADA) deficiencidban szenvedd gyermeken
szomatikus génterdpidt hajtott végre. A beteg vé-
rébél izoldlt T-lymphocytakba in vitro bevitték a
hidinyzé ADA-gént, majd a kezelt T-sejteket visz-
szajuttattdk a betegbe. A sikeresen elvégzett gén-
terapiat kovetden a gyermek rendszeres 1d6ko-
zonként kap ,mddositott™ T-sejt infazidkat,
amely klinikailag 1s jelentds javulast eredménye-
zett.

Hazai génterapids probalkozasokrol ma még
nem lehet beszamolni. Tobb jol felkészile kutato-
csoport dolgozik azonban e tertleten, igy remélhe-
t8, hogy hamarosan kozlésre keril az elsé sikeres
hazai génterapias beavatkozas.

A génterapia modszerei

A génterapia célja, hogy a kéros génmikodést
normalis gén bevitelével helyredllitsa. Idealis eset
akkor valésulna meg, ha ezt mellékhatisok nélkiil,
Luysnn beavatkozassal Vcélcocscn el tudnank ér-
ni. Lényeges korlitozd tényezd, hogy a gént cél-
sottareiel ase jtbe juttatni, lchctolc rarraa kromo-
szomalis zclyr.c (lokuszra), ahol er edctllcg is elhe-
lyezkedik. Ha ezt nem sikeriil elérni, kicsi az esély
arra, hogy a gén miikddni fog, séta gének miikodé-
sebe valo beavatkozasn1k 11\31 stlyos kovetkezmé-
nyei is Ichetnek. A umtcrapm sordn a nem megfe-
lels helyre bejutott gén megmltozmt]nt]a a sejt-
osztédast szabalyozo gének muikodésée, és ezzel
malignus transzformaciét indithat el.

A gének sejtekbe juttatdsinak tobbféle madjit
kidolgoztak, igy vannak kémiai, lizikai és bioldgiai
médszerck. A kémiar médszerek 1ényege, hogy a
bejuttatni kivdnt génszakaszt tartalmazdé oldatot
dlekrraring wlitsel send ezt anyaghoz, példiul
kalcium-fosztathoz kapcsoljak (4), majd ezt az
elegyet hozzaadjik a kezelni kivant sejtekhez. A
toltéssel rendelkezd  hordoz6” anyag a sejtmemb-
ran allapotaban olyan fizikokémiai valtozist ered-
ményez, amely lehetévé teszi a klénozott gén
sejtbe valo bejutasat.

Hasonlé elven alapszik az
egyik  fizikai  génbeviteli
modszer, az elektroporacié
15 (5). Ennek sordn a sejteket
elektromos erétérnek teszik
ki, amelynek hatdsdra dtme-
netileg megbomlik a sejthdr-
tya integritasa, ¢és a tipoldat-
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5'-LTR — hADA — SV40 — NeoR

ADA O
vektorok

A hADA gén bevitele
a beteg lymphocytéiba

A szomatikus génterépia elve és 6 lépései
adenozin dezamindz deficiencidban

A hADA+ lymphocytak szelektalasa
dezoxyadenozin mediumban

a hADA+ lymphocytak
visszajuttatasa a betegbe

1. dbra. Az ADA-deficiencia génteripidgja LASN vektor felhasznilasaval (7). A LASN vektorban a virus
nukleinsav tartalmidhoz mesterségesen hozziillesztett gének a kévetkezdék: a virus nukleinsav megfelelé

régicjanak 5 végén az LTR szekvencia helyezkedik el, amely vektor eredetii, és a retrovirus kontrollilt
¢letciklusaban szerepet jitszé géneket tartalmazza; a humdn credetii ADA gén; a gén sejtbe jutisit jelzé
Neomycin rezisztencia gén, és ennek az expresszidjahoz sziitkséges SV40 virus eredetii promoter szekvencia. A
LASN vektorbsl mesterségesen eltavolitottak mindazokat a géneket, amelyek a replikaciohoz sziikségesek

Roviditések: LTR- long terminal repeat; hADA- human adenozin dezamindz gén; SV40- Simian virus 40; NeoR-

Neomicin rezisztencia gén

ban 1évé génszakasz képessé vilik a sejtbe valo
diffundalasra. Az elektromos erétér hatasara azon-
ban a sejiek tobbé-kevésbé sulyosan kirosodnak,
igy emberben ez a mddszer nem alkalmas géntera-
pids felhasznaldsra. Tizikai génbeviteli eljiris a
mikroinjektilas is. Mikroinjekcional a klénozort
génszakaszt vékony iivegkapillarissal viszik be a
kezelni kivant sejrekbe. Fz a mddszer a ma ismert
legjobb hatasfoka génbeviteli eljaras. Hatrinya
azonban, hogy minden sejtet egyenként kell kezel-
ni, igy teripids alkalmazhatésiga gyakorlatilag
nings.

A virusok evoliciéjuk sorin ,megtanultak” a
gének sejtekbe tdreénd bevitelét.

Oridsi lépést jelentett a génsebészet fejlédésében
annak felismerése, hogy a virus genomba kiviilrél
is lehetséges géneket bevinni (6). Mivel a sejtek
maganyagdban 1évd orokité anyag a DNS, a kuta-
t0k figyelme kezdetben a DINS-virusokra koncent-
ralédott. Kidertilt azonban, hogy sok DNS-virus
alkalmatlan idegen génck befogaddsira, mert nem
all rendelkezésre elegendé szabad hely a kiilsé
DNS darab szamidra. A DNS-virusok vektorként

valé alkalmazhatosaganak masik £6 akaddlya, hogy
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genetikai informdacids anyaguk dlraliban be sem
épil a sejtek sajat DNS allomanyéba.

Az RNS-virusok jo része szintén alkalmatlan a
génterapidban vektorként valé alkalmazasra, hi-
szen a genom DNS allomanydba nem képesek
beépiilni, a citoplazmaban pedig hamar lebomla-
nak. Ismeretes azonban egy RNS-virus csaldd, a
retrovirusok, melynek tagjai alkalmasnak bizo-
nyultak idegen gének befogadasira és a célsejrekbe
valé bevitelére. Ezeknek a virusoknak az RNS-e
egy olyan speuahs enzimet (reverz transzkriptdze)
is kodol, amely képes a megfert6zott sejtekben a
viralis RNS-en kodolt informaciot DNS moleku-
lra dtirnl.

A retrovirusok felhasznilisa human génterapids
célokra nem kis riadalmat keltett ezen viruscsalid
daganatokat el6idéz6 képessége miatt. A génsebé-
szeti beavatkozdsok sorin azonban a retrovirusok
elvesztik mindazon génjeiket, amelyek a daganatos
megbetegedés cléidézésében szerepet jatszhatna-
nak, ezzel egyben tovibb novelve a befogadandd
gén szdmdra rendelkezésre all6 teret is. Széles kori
biztonsagos alkalmazhatésigukat természetesen
tovabbi kiterjedt vizsgalatoknak kell alatamasz-
tani.

Szomatikus génterapia
ADA-deficienciaban

A génterapiara alkalmas célsejtek kore korlatozott.
A célsejreknek hossza életlinek és osztodasra alkal-
masnak kell lenniiik, és eléggé ellenillonak ahhoz,
hogy a genetikai mwmpulauot karosodas nélkil
clviseljék. Ezeknek a kritériumoknak elsésorban a
csontveléi, a maj- és bdrsejtek felelnek meg. Ez
azonban nem jelenti feltétlenul azt, hogy csak
czeknek a sejtvonalaknak az 6rokletes megbetege-
dései befolydsolhatok génbevitellel.

A csontveld sejtjei idedlis célpontjal a génterapi-
dnak. Csontveldi sejtek kénnyen nycrhctfik a be-
tebbol osztodisi képességitk megtartott és egysze-
riien visszajuttathatdk a helvuklc A csontvel 6t
eredet( sejtek genetikai médositisival nagyszamu
hem atolégiai és immunologiai betegség vilhat gyé-
gyithatova.

A génterdpids beavatkozisok tertiletén elére
eredmények kozote kiemelkedd helyet foglal az
ADA-deficiencia kezelése. Az ADA-deficiencia a
primer immunhidnyos illapotok egyik legsilyo-
sabb formdja, amelyben mind a cellularis, mind a
humoralis immunitds veleszilletetten, stlyosan ka-
rosodott. Az ADA a purinanyagcsere enzimje, az
adenozint és a dezoxiadenozint bontja le inozinna

LAM 1992; 2(10):924-928.

és dezoxi-inozinnd. Csokkent ADA aktivitds ese-
tén megndé a lymphocytikban az adenozin meny-
nyisége (3).

Culver és munkatdrsai retrovirus alkalmazasaval
els6ként juttattak be ADA-gént human T-lym-
phocytikba (7). Ezzel a vektorral in vitro kezelték
a bevezetdben emlitett ADA-hidnyos gyermek T-
lymphocytiit, amelynek hatdsira a kezelés elétt
alig mérhetd ADA aktivitds jelentés mértékben
fokozodott (8). Bar a kezelés utin a CD4+ sejtek
szdma a normalis alatt maradt, az izohemagglutinin
szint az atlagosra emelkedett. Mind a késéi tipust
hiperszenzitivitdson alapuld bértesztek, mind az
antigénekre adott proliferdcids készség normaliza-
l6dott. Klinikailag a beteg lizas peridédusainak
szama csokkent, a fert6zések stlyossdga és lefolyd-
sanak ideje csokkent. Az eddigi megfigyelések
szerint a sejtekbe bevitt gén legalabb 2 honapig teju
ki hatdsdt. Bir a lymphocytik korlitozott életideje
miatt a kezelést rendszeres id6kézonként meg kell
ismételni, a beteg klinikai illapota a kezelcs ota
drdmaian javult.

A génterapia perspektivi
leukocita adheziv protein
deficienciaban

Elérehaladott stadiumban van egy mésik immun-
deficiencia génterapids kezelésének megalapozasa
is. A leukocytik adheziv protein deficiencidja a
sejtfelszini CD11/CD18 protein komplex elégte-
len expresszidjinak kovetkeztében alakul ki (9). A
defektus kovetkeztében a leukocytak elvesztik azt
a képességiiket, hogy kilonbozé feltleteken meg-
tapadjanak, igy jelentSs mértékben csokken a kor-
okozokkal valé kontaktus létrejottének lehetdsége
is (3). A betegséget eredményez6 CD18 génmuta-
ciét retrovirus vektor felhasznalasaval sikertle in
vitro korrigdlni klonozott gén leukocytakba valo
bevitelével (70). Az in vitro kisérletek sordn sike-
rilt mind az eredetileg is meglévé CD11, mind az
Gjonnan bevitt CD18 gén terméket kimutatni. A
leukocitak sejtfelszinén a két molekula dimert
képzett, és a qe;telx visszanyerték az adheziv képes-
séghez kotott funkciondlis aktivitasukat is. Leg-
uJabbfm illatmodellen 1s kiprobaltak az exogén
CD18 gén bevitelének hatasat (77). A klénozott
CD18 gént a kisérleti dllatok csontveldi sejtjeibe
vitték be in vitro kdrillmények kozott, majd a
humdn CD18 gént is tartalmaz6 csontveldi sejteket
visszatranszfundaltak az illatokba. A leukocytik
felszinén sikeriilt az allat sajat CD11 molekuldit
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kimutatni, amelyek a humén eredeti CD18 kom-
ponenssel funkcionilis dimert képeztek. Ezekre a
vizsgalatokra Epitve virhaté, hogy a kozeli jové-
ben a CD18-deficiencia is kezelhetévé vilik génte-
rapias modszerekkel.

A génterdpia perspektivai
kronikus granulomds

betegségben

Az ép phagocytasejtek a bekebelezett kérokozokat
kepesek intracellularisan elpusztitani. Ehhez oxi-
gén eredetll toxikus metabolitokat is felhasznal-
nak, amelyek keletkezésében a sejtmembran
NADPH oxidiz enzimrendszerének meghatirozé
szerepe van. A NADPH rendszer esak t8bb pro-
tein egyiittmikodése révén képes funkeidjat kifej-
teni. A rendszer barmely alkoté tagjanak csdkkent
funkeiondlis aktivitdsa esetén a falésejtek elvesztik
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