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Dystrofie siatkéwki prowadza do stopniowej, nieodwracalnej utraty wzroku. Wazng grupa dystrofii siatkéwki sa retinopatie
ABCA4. Obecnie nie ma skutecznych metod leczenia tej grupy choréb, niemniej jednak wraz z rozwojem molekularnych form
terapii opracowanie nowych metod leczniczych wydaje sie coraz bardziej realne. Autorki niniejszej pracy podsumowujg ostat-
nie postepy terapii genowej i komérkowej, ktdre znajdujg zastosowanie w chorobach dystroficznych siatkdwki ze szczegéinym
uwzglednieniem retinopatii zwigzanych z mutacjami genu ABCA4.

gen ABCA4, choroba Stargardta, dystrofie siatkdwki, terapia genowa, terapia komérkowa, badania kliniczne.

Retinal dystrophies lead to gradual irreversible vision deterioration. The ABCA4 retinopathies constitute an important group
of retinal dystrophies. However, there are no effective therapies available for this group of diseases. Yet, with the advent of mo-
lecular therapies, the development of prospective therapeutic approaches seems feasible. The paper summarizes recent advan-

ces in gene and cell therapy that may be implemented in retinal dystrophies, especially in ABCA4-associated diseases.
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1. Wstep

Dziedziczne choroby dystroficzne siatkéwki sa uwarunkowa-
ne genetycznie i zréznicowane klinicznie oraz etiologicznie. Jed-
nym z gtéwnych gendw, ktéry odgrywa istotng role w etiologii
chordb siatkéwki, jest gen ABCA4. Jego dysfunkcja prowadzi
do powstania choréb dystroficznych siatkdwki odmiennych fe-
notypowo okreslanych réwniez mianem retinopatii ABCA4".
Nalezg do nich m.in.: choroba Stargardta (mfodziencza dystro-
fia plamki, ang. Juvenile Macular Dystrophy), dno zéttoplamiste
(ang. Fundus Flavimaculatus), niektére z dystrofii czopkowo-pre-
cikowych (ang. Cone-rod Dystrophies — CRD), a takze zwyrodnie-
nia barwnikowe siatkdwki (ang. Retinitis Pigmentosa — RP) (1).
Do dzisiaj nie opracowano takich metod leczenia choroby Star-
gardta i innych retionopatii ABCA4, ktérych skuteczno$¢ zosta-
taby udowodniona w badaniach. Wyzwaniem dla rozwoju terapii
genowej jest duzy rozmiar genu ABCA4, ktéry koduje az 50 eg-
zondw, a jego otwarta ramka odczytu obejmuje 6800 par zasad.

2. Cel
Autorki niniejszej pracy podijety prébe przyblizenia zatozen,
napotykanych trudno$ci, a takze podsumowania ostatnich do-

ABCA4 gene, Stargardt disease, retinal dystrophies, gene therapy, cell therapy, clinical trials.

niesien z dziedziny terapii genowej i komérkowej, ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie w leczeniu choréb dystroficznych siat-
kowki ze szczegdlnym uwzglednieniem retinopatii ABCA4.

3. Terapia genowa

W przypadku choréb o podobnym fenotypie, lecz odmiennym
molekularnym podtozu, niejednokrotnie trudne jest postawienie
jednoznacznej klinicznej diagnozy choroby, od ktérej czesto za-
lezg dobranie odpowiednich metod leczenia lub podjecie dziatan
majacych na celu zapobieganie progresji choroby. Szansg na
skrécenie nierzadko ztozonej procedury diagnostycznej moze sie
okaza¢ wykorzystanie zdobytych dotychczas informacji z dziedzi-
ny genetyki molekularnej. Dzigki diagnostyce genetycznej, ktéra
staje sie coraz bardziej dostepna, rozréznienie wielu podobnych
fenotypowo chordb jest fatwiejsze. W zaleznosci od wykrytych
mutacji niejednokrotnie jest mozliwe postawienie bardziej pre-
cyzyjnej prognozy przebiegu choroby niz bytoby to mozliwe tylko
na podstawie badan okulistycznych. Wiedza na temat podfoza
genetycznego stwarza mozliwosci badania wptywu interakcji
miedzygenowych, a takze czynnikéw $rodowiskowych na prze-
bieg choroby. Ponadto wraz z rozwojem terapii genowych wiedza
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na temat molekularnej przyczyny choroby moze zwigksza¢ szanse
na personalizacje leczenia chordb dotad nieuleczalnych.

Idealny wektor w terapii genowej chordb siatkéwki powi-
nien sie charakteryzowa¢ m.in. wysokim tropizmem do komo-
rek docelowych, duzg pojemnos$cig transgenu, indukcjg dtu-
gotrwatej ekspresji transgenu oraz tolerancjg immunologiczng
ze strony gospodarza. Te cechy stanowig gtéwne ograniczenia
terapii genowej, dlatego nieustannie poszukuje si¢ najlepszego
nosnika spetniajgcego ww. zatozenia (2).

Nalezy pamigtaé, ze z aplikacjg terapii genowej moze sie
wigzaé ryzyko indukcji gendw onkogennych i odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza na podany kapsyd wirusa. To ostatnie
ryzyko jest mniejsze w przypadku terapii genowych choréb siat-
kéwki niz w przypadku terapii genowej innych tkanek, z uwagi
na uprzywilejowanie immunologiczne oka (bariera krew-siat-
kéwka). Ponadto dzieki wielowarstwowosci i kompartmentowo-
$ci oka mozliwe jest podanie juz matych dawek transgenu, dla
ktérych zostanie osiggnigty efekt terapeutyczny (2).

Gtéwnymi drogami podania transgenu s bezposrednia
iniekcja do ciata szklistego lub aplikacja no$nika do przestrzeni
podsiatkéwkowej. Podanie transgenu do ciatka szklistego jest
tatwiejsze, niemniej jednak obarczone ryzykiem jego szybszej
eliminacji z oka, dlatego niezbedne staje sie jego ponowne po-
danie. Ponadto obecno$¢ wtdkien kolagenowych i proteoglika-
néw moze unieruchomié no$nik w ciele szklistym, bariery ana-
tomiczne oka natomiast, takie jak warstwa neurosensoryczna
siatkéwki oraz btona graniczna wewnetrzna siatkéwki, moga
uniemozliwi¢ dyfuzje nosnika do fotoreceptoréw. Uzycie wek-
toréw o niewielkich rozmiarach, np. wektoréw towarzyszacych
adenowirusom, stwarza szansg, ze terapia zakonczy sie powo-
dzeniem, jednakze wigksze wektory, takie jak lentiwirusy, mu-
szg by¢ podawane podsiatkéwkowo (3). Iniekcja podsiatkdéwko-
wa jest preferowang metodg podawania transgenu. Ta metoda
jest potaczona z witrektomia, dlatego tez jest obarczona wigk-
szg inwazyjnoscig i mozliwymi komplikacjami. Iniekcja pod siat-
kéwke ma niewatpliwg zalete, ktérg jest diuzsze i bezposrednie
oddziatywanie no$nika na docelowe komorki siatkéwki finalnie
przyczyniajace sie do poprawy efektywnosci terapii (4).

3.1 Terapia z uzyciem wektorow towarzyszacych adenowirusom

Wozigwszy pod uwage ostatnie doniesienia na temat sukce-
sOw terapii genowej z wykorzystaniem wektoréw wirusowych
towarzyszacych adenowirusom (ang. Adeno-associated Viruses
— AAV), mozna twierdzi¢, ze zastepowanie zmutowanego genu
jego prawidiowa kopig wydaje sie coraz bardziej realne. Wazna
jest jednak odpowiednia diagnoza podioza genetycznego, ponie-
waz tylko dzigki niej mozliwe bedzie zaprojektowanie odpowied-
niego konstruktu ukierunkowanego w molekularng przyczyne
choroby (5). Wydaije sie, ze dotychczas AAV sg najbardziej popu-
larnym no$nikiem wykorzystywanym w terapii genowej w oku-
listyce z uwagi na ich tatwo$¢ do transfekcji komérek siatkéwki
(6). Zastosowanie AAV w terapii choréb siatkéwki wywotanych
mutacjami w genie ABCA4 moze jednak sprawi¢ trudnosci
w stworzeniu konstruktu, ze wzgledu na olbrzymi rozmiar oma-
wianego genu siegajacy prawie 7 tysiecy par zasad (kpz).

Formy dzikie AAV zawierajg genom ztozony z 4,7 kpz,
w sklad ktdrego wchodzg geny kodujace 4 biatka replikacyjne
i 3 biatka kapsydu, otoczone z kazdej strony przez flankujgce

obszary odwrotnych terminalnych powtdrzen (ang. Inverted
Terminal Repeats — ITRs). W terapiach genowych rekombino-
wane AAV (rAAV) zachowuja obszary ITRs, wewngtrzna cze$¢
ich genomu natomiast jest zastepowana terapeutycznym DNA,
ktére ma zosta¢ przetransportowane do komoérki docelowe;.
Liczne serotypy adenowiruséw réznig si¢ budowa ich otoczki
zewnetrznej tj. kapsydu. Inzynieria genetyczna umozliwia stwo-
rzenie odmian rAAV, ktére wobec niezmienionej zawarto$ci nie-
sionego genu bedg sie réznity kapsydem, a tym samym réwniez
powinowactwem do docelowych komérek (7). Upakowanie
sekwencji ITRs najlepiej poznanego serotypu AAV2 do kapsydu
innego serotypu AAV pozwala otrzymaé czasteczke rAAV2/n,
gdzie pierwszy numer definiuje Zrédto ITRs AAV, w miejscu n
natomiast umieszcza si¢ numer serotypu bedacego Zrédiem
kapsydu. Od rodzaju kapsydu zalezy tropizm rAAV do docelowej
tkanki, a obecno$¢ wielu serotypéw AAV umozliwia efektywna
transdukcje wielu réznych tkanek (8).

Nadal trwajg poszukiwania rekombinowanego AAV, ktdrego
kapsyd bytby zdolny pomiesci¢ tak duze geny jak np. ABCA4.
Pojawity si¢ doniesienia $wiadczace o tym, ze rekombinowa-
ne wirusy rAAV2/1-5 sg zdolne pomiesci¢ do 6 kpz, wiriony
z wigkszym genomem jednak sa preferencyjnie degradowane
w tkankach docelowych przez proteasomy, dlatego dodatkowo
nalezatoby podawaé inhibitory proteasoméw (9). Co ciekawe
Alloca i wsp. wyszczegolnili jeden z serotypéw rekombinowa-
nych rAAVS5, ktérego kapsyd jest zdolny pomiesci¢ nawet do
8,9 kpz jednoniciowego DNA, a zatem takze genu ABCA4 (7).

Obecnie prowadzone badania kliniczne, w ktérych wyko-
rzystuje sie AAV do terapii genowych choréb siatkéwki, sa
uwazane za bezpieczne, niemniej jednak do rozwigzania wcigz
pozostaje kwestia przemijajgcej ekspresji transgenu zwigzanej
z eliminacjg komdrek zainfekowanych wektorami AAV przez
uktad immunologiczny gospodarza (10). Ponadto trwajg bada-
nia majgce na celu zwigkszenie efektywnosci transfekcji komo-
rek siatkdwki przez wektory AAV, a takze tropizmu czasteczek
wektora do docelowych komérek poprzez modyfikacje biatek
ich kapsydu (11). Wyniki do$wiadczen sugeruja réwniez, ze mo-
dyfikowanie reszt tyrozynowych kapsydu AAV moze znaczaco
zwigksza¢ transdukcje wektoréw do siatkéwki (11, 12).

Ciekawe sg wyniki dotychczas przeprowadzonych badan
na zwierzetach, ktdére pokazujg, ze upakowanie genomu wiru-
sa AAV2 do kapsydu AAV8 (tworzac rekombinowany wektor
rAAV2/8) znaczaco zwigksza transdukcje komérek fotorecep-
torowych u naczelnych (13). Wyniki innych badan wskazaly,
ze kapsyd wektora AAV5 efektywnie transdukuje czopki znaj-
dujace sie w plamce gatki ocznej naczelnych, dowodem na to
jest przywrdcenie makakom tréjchromatycznego widzenia barw
(14). Pomimo obiecujacych wynikéw terapii genowych, uzy-
skanych dzieki wykorzystaniu wektoréw AAV, wcigz trudno sie
pozby¢ obaw zwigzanych zwtaszcza ze skutkami pierwszych
terapii genowych z uzyciem AAV, takimi jak efekty uboczne
powodowane indukcjg ukfadu immunologicznego gospodarza
i uog6Inionym stanem zapalnym, ktére w kilku przypadkach do-
prowadzity do $mierci pacjentdw. W zwigzku z tym nieustannie
sg poszukiwane nowsze i jeszcze bardziej efektywne sposoby
leczenia chordb siatkdwki (15).

Lam i wsp. rozpoczeli badania, w ktdérych nosnikiem genu
sg tzw. wektory adenowirusowe zalezne od wirusa pomocni-
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czego (ang. Helper Dependent Adenoviruses — HD-Ad). Moga
one pomiesci¢ nawet do 30 kpz, to umozliwia zapakowanie
jednego bardzo duzego genu lub wielu matych genéw tacznie
z ich obszarami regulatorowymi. W przeciwienstwie do klasycz-
nych wektoréw AAV wektory HD-Ad nie zawierajg sekwencji
kodujacych wirusa z wyjgtkiem koncowych sekwencji ITR oraz
sekwencji pakujgcych, ktére umozliwiaja enkapsydacje czaste-
czek wirusowych. W komérkach, ktdre ulegly transdukcji, nie
powstajg biatka wirusa, ktérych obecnos¢ mogtaby induko-
wac odpowiedz immunologiczng gospodarza. Ponadto ekspre-
sja przenoszonego genu jest zwigkszona w poréwnaniu z AAV,
a do catkowitej transdukcji komérek RPE mozna uzy¢ mniejsze-
go stezenia czasteczek wektora HD-Ad — to zwigksza bezpie-
czenstwo stosowanej terapii. Pomimo obiecujgcych wynikéw
badan prowadzonych z wykorzystaniem HD-Ad w odniesieniu
do komérek nabtonka barwnikowego siatkéwki (ang. Retinal
Pigmentem Epithelium — RPE) nie udato si¢ osiggna¢ znacza-
cych rezultatéw w komérkach fotoreceptorowych. Jesli udato-
by sie opracowac¢ sposob ich skutecznej transdukcji, wéwczas
mozliwe bytoby zastosowanie HD-Ad w leczeniu np. choroby
Stargardta (16).

3.2 Terapia z uzyciem lentiwirusow — wektor StarGen i nowe
perspektywy

Wektory lentiwirusowe sg niezwykle cennymi narzedziami
w terapii genowej. Lentiwirusy mogg dostarczy¢ stabilne geny
trwale do genomu docelowych komdrek. Mogg tez transdu-
kowaé niedzielgce sie komdrki, a to jest istotne w przypadku
transfekeji komérek juz zréznicowanych takich jak np. fotorecep-
tory. Ponadto lentiwirusy moga nie$¢ duzy konstrukt (8-9 kpz),
ktéry przewyzsza zdolno$¢ upakowania standardowych wekto-
row AAV (17, 18).

Gtéwnym wektorem, ktéry wykorzystywano w badaniach
z lentiwirusami, byt wirus niedokrwistosci zakaznej koni (ang.
Equine Infectious Anemia Virus — EIAV). Powoduje on samo-
ograniczajagcg sie niedokrwisto$¢ (ang. self-limiting anemia)
u koni i jest niepatogenny dla ludzi (18). Wektor lentiwiruso-
wy wraz z forma dzika genu ABCA4 aplikowano do przestrze-
ni podsiatkdwkowej myszy (Abcad”). Juz pojedyncza iniekcja
transgenu redukowata poziom akumulacji czasteczek A2E i byt
on poréwnywalny do poziomu mierzonego u zdrowych osobni-
kéw z grupy kontrolnej, ktéra stanowity myszy o dzikim fenoty-
pie. Ponadto 6w poziom byt 3-5-krotnie nizszy w poréwnaniu
do poziomu u myszy z grupy kontrolnej Abcad”(17).

Sukces do$wiadczenia zachecit naukowcéw do kontynuacji
badan na innych zwierzgtach, m.in. na krélikach i makakach. Do
badan postuzyt wektor StarGen — niereplikujacy, zrekombinowa-
ny wektor lentiwirusowy bazujacy na EIAV. Wyniki tych badan
dowodza, ze StarGen moze z duzg efektywnoscig transdukowaé
zaréwno fotoreceptory, jak i RPE u dorostych makakéw, to jest
zgodne z danymi uzyskanymi réwniez dla innych gatunkéw
zwierzat. Ponadto wyniki badan uzyskane po ponad 6 miesig-
cach od iniekcji wektora StarGen do oczu krélikéw i makakéw
dowodzg jego bezpieczenstwa i dobrej tolerancji u badanych
zwierzat. Badania histopatologiczne réwniez nie wykazaty zad-
nych zmian bedacych konsekwencjg iniekcji wektora StarGen,
a analiza biodystrybucji pokazata, ze obszar wystepowania wek-
tora StarGen ograniczat sig wylgcznie do oka (18).

Ekstrapolacja wynikéw uzyskanych w badaniach terapii ge-
nowej zwierzat dla potrzeb terapii genowej ludzi wymaga duzej
ostroznosci, efektywna transdukcja fotoreceptoréw i znaczace
zmniejszenie akumulacji czasteczek AZ2E jednak sktaniajg ku
przemys$leniom, ze terapia lentiwirusowa jest dobrym narze-
dziem do leczenia chordb zwigzanych z genem ABCA4 (17).

Whyniki badan nad wektorem StarGen przyczynity sie do po-
wstania projektu StarGen, ktdry obecnie znajduje sie w fazie /lla
badan klinicznych (nr NCT01367444; clinicaltrials.gov), celem
jest zastosowanie terapii genowej u chorych na chorobe Star-
gardta i potencjalnie inne choroby zwigzane z dysfunkcjg trans-
portera ABCA4. Przewidywany czas zakonczenia badan to 2017
rok. Projekt StarGen zaktada ewaluacje dawek na trzech pozio-
mach zapewniajacych bezpieczefistwo, tolerancje i biologiczng
aktywnos$¢. Pojedyncze podanie dawki byto efektywne przez pét
roku.

Ponadto trwajg badania majace na celu okreslenie dtugo-
trwatego bezpieczenstwa i biologicznej aktywnos$ci wektora
StarGen (nr NCT01736592; clinicaltrials.gov). Planowany czas
zakonczenia obserwacji to 2022 rok. Badania sg przeprowa-
dzane w USA (Portland, Oregon), a takze we Francji (w Paryzu)
i obecnie nie ma innych zatwierdzonych lentiwirusowych terapii
genowych, ktére mogtyby by¢ zastosowane w leczeniu choroby
Stargardta.

3.3 Terapia z uzyciem polimerowych wektorow nanoczasteczkowych

Terapie oparte na no$nikach niewirusowych byly uwazane
za mniej wydajne w dostarczaniu transgenu do komarki, a takze
w utrzymaniu jego trwatej ekspresji, a to byto niezbedne w przy-
padku genéw takich jak ABCA4. Jednakze ich wielkimi zaletami
sg brak patogennos$ci i mniejsza reakcja immunologiczna go-
spodarza w odpowiedzi na ich iniekcje. Wydaje sig, ze wielka
nadziejg i przyszto$cia terapii genowych sg nanoczasteczki DNA
o $rednicy 8-10 nm.

Nanoczasteczka jest zbudowana z jednej czasteczki syn-
tetycznego DNA optaszczonej glikolem polietylenowym (PEG)
podstawionym 30-merowym peptydem lizyny (CK30PEG10K)
(19). Elektrostatyczne interakcje miedzy polimerami o dodatnim
tadunku (polikationowymi) a czasteczkami DNA o ujemnym ta-
dunku skutkujg powstaniem komplekséw, ktérych fadunek jest
zblizony do obojetnego. Brak polarnosci w potaczeniu z matym
rozmiarem czasteczek umozliwia transfer niesionego genu do
komérki postmitotycznej (niedzielacej), a nastepnie jego bierne
przedostanie sie do jgdra przez pory jadrowe, ktérych $rednica
wynosi 25 nm (20). Farjo i wsp. pokazali, ze nanoczasteczki
moga przedostac¢ sie do réznych tkanek oka zaleznie od miejsca,
w ktérym wykonano iniekcje. Niemal wszystkie typy komérek,
zwiaszcza komoérki fotoreceptorowe, ulegaty transfekcji nano-
czasteczkami i wykazywaly ekspresje transgenu, ktérej poziom
byt zalezny od podanej dawki (21).

Niewatpliwymi zaletami wektoréw nanoczgsteczkowych
sg réwniez diugotrwata ekspresja genu, ktérego sa no$nikiem,
i efektywno$¢ w transfekcji postmitotycznych komérek potwier-
dzona do$wiadczalnie (19). Wyniki badan dowodza, ze iniekcja
nanoczasteczek DNA do cytoplazmy komérek charakteryzuje sig
wyzszg ekspresjg transgenu niz iniekcja ,nagiego” DNA, jednak-
ze nizszg ekspresja niz uzyskana wskutek bezposredniego trans-
feru do jadra komorki (19, 20).
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Kolejnymi zaletami nanoczasteczek sg ich biodegradowal-
no$¢ oraz minimalna toksyczno$¢ wobec docelowych tkanek,
nawet pomimo wielokrotnych iniekcji. Te teze potwierdza-
ja wyniki badan przeprowadzonych na myszach, u ktérych
w ciggu kilkudniowej obserwacji po iniekcji nanoczasteczek
DNA do przestrzeni podsiatkéwkowej nie zanotowano zwigkszo-
nego naptywu limfocytéw ani obecno$ci markeréw $wiadcza-
cych o stanie zapalnym siatkéwki (22). Ponadto wektory nano-
czasteczkowe zostaty wykryte w obszarze ich iniekcji, czyli oku,
w przeciwienstwie do wektoréw AAV, ktdre zostaty wykryte
réwniez w drodze wzrokowej w o$rodkowym uktadzie nerwo-
wym (23).

Warto raz jeszcze podkresli¢, ze cecha wyrézniajgca nano-
czasteczki jest ich ogromna pojemos$¢ liczaca od 5 do 20 kpz,
to sugeruje, Ze nanoczasteczki z powodzeniem moga petni¢ role
nosnika duzych gendéw (24). Efektywnos$¢ transfekcji duzych
wektoréw zostata potwierdzona wynikami licznych badan pro-
wadzonych na gryzoniach, w tym wynikami uzyskanymi przez
Han i wsp., ktérzy w sierpniu 2012 roku uzyli nanoczasteczek
jako wektoréw prawidtowej kopii genu ABCA4. Transgen wpro-
wadzono nastepnie do przestrzeni podsiatkéwkowej w obszarze
centralnoskroniowym gatek ocznych 30-dniowych myszy cho-
rych na chorobe Stargardta (5), to zaowocowato diugotrwalg
ekspresja genu utrzymujaca sie nawet do 8 miesiecy od poda-
nia iniekcji, zredukowang ilo$cig odktadajacych sie ztogéw lipo-
fuscyny i poprawg jakosci widzenia u zwierzat. Wyniki uzyskane
w tym doswiadczeniu stanowig fundament dla dalszych badan
dotyczacych choroby Stargardta u ludzi, ktéry moze stac sig al-
ternatywg do terapii z uzyciem wektoréw wirusowych (5, 25).

4. Terapia komérkowa

Wraz z rozwojem medycyny regeneracyjnej komdrki macierzy-
ste znajdujg coraz wigcej zastosowan. Ostatnie badania przedsta-
wiajg préby wdrozenia komérek macierzystych do leczenia chordb
degeneracyjnych siatkéwki, m. in. choroby Stargardta (26). Uwaga
badaczy jest skupiona na embrionalnych komérkach macierzy-
stych (ang. Embryonic Stem Cells — ESCs), indukowanych pluri-
potencjalnych komérkach macierzystych (ang. Induced Pluripotent
Stem Cells — iPSCs), a takze na probie stworzenia z komérek ma-
cierzystych tréjwymiarowej warstwy siatkéwki (27).

Zaletg komérek macierzystych jest ich potencjat do réznico-
wania sie w dowolny rodzaj komérek, w tym réwniez komér-
ki nerwowe, ktére moga zastgpi¢ utracone fotoreceptory oraz
komorki nabtonka barwnikowego siatkéwki (28). Wyniki badan
przeprowadzonych na myszach dowodza, ze komérki macie-
rzyste integrujg sie z warstwg siatkowki oraz adaptujg morfo-
logie i pozycje m.in. fotoreceptoréw czy komérek zwojowych
siatkdwki (29). Przez diugi czas jedynie z ESCs mozliwe byto
wygenerowanie funkcjonalnej fotoreceptorowej odpowiedzi
na $wiatfo (30). Ze wzgledéw etycznych, a takze z uwagi na
obawy dotyczace powstawania zmian nowotworowych, poszu-
kiwano innych rozwigzan, ktére mogtyby znalezé zastosowanie
w leczeniu chordb siatkdwki. Jednym z nowo odkrytych sposo-
béw, uhonorowanym nagrodg Nobla w 2012 roku, jest przepro-
gramowanie komoérek somatycznych (np. fibroblastéw skéry)
i ich odrdznicowanie do komérek podobnych do embrionalnych
komérek macierzystych (ang. ESC-like cells) z pluripotencjalny-
mi wiasciwo$ciami, czyli iPSCs (26).

Xie i wsp. udato sie wyhodowaé stabilne linie komérkowe
multipotentnych siatkéwkowych komérek macierzystych (ang.
Retinal Stem Cells — RSCs) uzyskanych z siatkéwki dorostych
myszy. W odpowiednich warunkach RSCs sg zdolne do proli-
feracji we wszystkie typy komérek siatkéwki, zwtaszcza w ko-
mérki fotoreceptorowe, ktére po iniekcji do przestrzeni podsiat-
kéwkowej myszy formuja synapsy z jej neuronami i integrujg
sie z siatkdwka gospodarza, uzyskujgc odpowiedz na $wiatto.
Ponadto nie zaobserwowano skutkdw ubocznych transplantacji
takich jak formowanie sig zmian nowotworowych. Te wyniki
dowodzg réwniez, ze RSCs wyhodowane z siatkéwki dorostego
osobnika maja potencjat produkowania funkcjonalnych komérek
fotoreceptorowych i byé moze znajdg zastosowanie w leczeniu
chordb siatkéwki, w tym choroby Stargardta (30).

Obecnie trwajg badania kliniczne, w ktérych wykorzystuje
sie komarki macierzyste do leczenia chordéb siatkéwki, w zad-
nym z nich jednak iPSCs nie sg uzywane do leczenia choroby
Stargardta. Japonscy naukowcy zamierzaja rozpoczaé badania
z udziatem chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem
(Age-related Macular Degeneration — AMD), w ktérych beda wy-
korzystywane ich wtasne komérki RPE wywodzace sie z iPSCs
(ang. iPSCs-derived RPE). Wdrozenie tej metody do leczenia
choroby Stargardta, a takze innych choréb monogenowych
zwigzanych np. z dysfunkcjg genu ABCA4, moze jednak przyspo-
rzy¢ wiekszych trudnosci, gdyz wymagatoby to wczesniejszej
naprawy uszkodzonego genu. Bez naprawy komérki somatyczne
pomimo odréznicowania nadal nosityby defekt genetyczny, nie
nadawatyby sie zatem do terapii (26).

Ocata Therapeutics (USA) prowadzi badania kliniczne (nr
NCT01345006 oraz NCT02445612 clinicaltrials.gov) z udziatem
chorych na chorobe Stargardta, w ktérych sg uzywane komérki
RPE wyhodowane z ludzkich embrionalnych komérek macie-
rzystych (ang. hESCs — derived RPE, hRPE) (31). Kontrolowane
réznicowanie hECS in vitro pozwolito na otrzymanie ponad 99%
komérek przejawiajgcych charakterystyczne cechy komdrek
RPE, ktére po iniekcji do przestrzeni okotosiatkéwkowej szczura
zintegrowaty sie z RPE gospodarza. Iniekcja komérek do ludzkie-
go oka zajetego chorobg Stargardta réwniez przyniosta poprawe
jakosci widzenia (31). Shwartz i wsp. przedstawili dfugotermi-
nowe wyniki badan klinicznych przeprowadzonych z udziatem
18 pacjentéw (9 pacjentoéw chorych na chorobe Stargardta oraz
9 pacjentéw z dystrofig plamki zwigzang z wiekiem). U pacjen-
téw wykonano standardowg witrektomie przez cze$¢ ptaska
ciata rzgeskowego. Podawano 150 ul substancji zawierajgcej
50000, 100 000 lub 150 000 komérek nabtonka barwnikowego
siatkéwki do przestrzeni podsiatkéwkowej jednego oka pacjenta
w obszarze przej§ciowym miedzy uszkodzonymi a niezmieniony-
mi obszarami siatkéwki. Najlepsza skorygowana ostro$¢ wzroku
u pacjentéw przystepujacych do badania wynosita od 20/200
do dostrzegania ruchéw reki. Po pétrocznej terapii u 9 chorych
na AMD obserwowano poprawe ostro$ci wzroku o 15 liter
w 4 oczach oraz o 11-14 liter w 2 oczach. Zmian nie stwierdzo-
no u 3 pacjentéw. U chorych na chorobe Stargardta udokumen-
towano poprawe ostro$ci widzenia o 15 liter w 3 oczach, zmian
nie zaobserwowano natomiast w 4 oczach, w 1 oku za$ odnoto-
wano pogorszenie ostro$ci wzroku. Wyniki tego badania dowio-
dty, ze komoérki byty dobrze tolerowane przez ponad 37 miesiecy
od momentu ich transplantacji. Ponadto nie zaobserwowano,
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aby hRPE uczestniczyty w tworzeniu zmian nowotworowych,
odpowiedzi zapalnej, a takze réznicowaty sie w komarki inne niz
oczekiwane komarki docelowe (32).

Podsumowanie
W tej pracy przedstawiono badania eksperymentalne pro-

wadzone w dziedzinach terapii genowej i komérkowej w celu
leczenia dystrofii siatkdwki ze szczegdlnym uwzglednieniem
retinopatii ABCA4. Pomimo trwajgcych préb klinicznych obec-
nie nie opracowano procedury terapeutycznej, ktéra znalaztaby
zastosowanie w leczeniu retinopatii ABCA4. Niemniej jednak
stopien zaawansowania prowadzonych badan pozwala mie¢ na-
dzieje, ze juz wkrétce zostanie stworzona wtasciwa forma ich
terapii.
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