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1.Uvod

Lizosom je organela u stanici koja djeluje kao njen probavni sustav, degradirajuéi Stetne i
nepotrebne spojeve proizvedene u stanici ili uvezene u stanicu te komponente same stanice poput
starith 1 nefunkcionalnih organela. Enzimi koji omogucuju rad lizosoma su kisele hidrolaze,
skupina enzima svaki s razli¢itim supstratom kojeg razlaze na manje komponente. Osim 60 vrsta
kiselih hidrolaza lizosomi sadrze i preko 300 razli¢itih membranskih proteina koji sudjeluju u
odrzavanju niskog pH unutar lizosoma i transportu supstrata (Cooper, 2019). Svaki od ovih enzima
neophodan je za rad lizosoma, a tako i stanice. Nedostatak ili smanjena aktivnost samo jednog od
ovih proteina uzrokuje razvoj bolesti koje skupno nazivamo lizosomske bolesti. Danas je poznato
preko 70 lizosomskih bolest. lako se medusobno razlikuju u simptomima dvije stvari su im
zajednicke: to su nasljedne bolesti s mutacijom u jednom genu koje uzrokuju akumulaciju
specifi¢ne vrste molekule u stanici. Vrijeme pojavljivanja simptoma, njihov intenzitet te organi
koji su zahvaceni variraju ovisno o zahva¢enom genu i tipu mutacije (Gieselmann, 1995). Ipak sve
ove bolesti zahvacaju vise organskih sustava, s naglaskom na centralni ziv¢ani sustav. Prevalencija

pojedinih lizosomskih bolesti u populaciji je rijetka $to usporava razvoj terapija.

Trenutno dostupne terapije su terapija zamjenskim enzimima, terapija malim molekulskim
Saperonima i terapija hematopoetskim mati¢nim stanicama. Terapija zamjenskim enzimima i
terapija malim molekulskim S$aperonima temelje se na dostavljanju funkcionalnog enzima ili
povecanju aktivnosti mutiranog enzima u stanici. Jedno od ogranic¢enja ovih terapija je efikasno
dopremanje proteina ili malih molekula u razli¢ita zahvacena tkiva S obzirom na razlike u
prokrvljenosti, receptorima i imunosnim svojstvima. Osim toga ove terapije imaju razli¢itu
uspjesnost ovisno 0 tipu mutacije pacijenta i vremenu intervencije, a u svakom slucaju zahtijevaju
Ceste readministracije. Suprotno njima terapija transplantacijom hematopoetskih mati¢nih stanica
predstavlja jednokratno rjeSenje. Transplantirane stanice i njihovi potomci luc¢e funkcionalne
enzime u krv, nakon ¢ega se unose endocitozom u ostale stanice (Platt, 2018). lako efikasan ovaj

pristup je invazivan i ¢esto pracen snaznim imunosnim reakcijama.

Jedan od vecih problem efikasnosti trenutno dostupnih terapija za lizosomske bolesti je i krvno-
mozdana barijera (od eng. blood-brain barrier) koja sprecava dostavu terapijskih enzima i

hematopoetskih stanica do centralnog Zivéanog sustava. Cak 70% lizosomskih bolesti prezentira



se kao neurodegenerativne bolesti (Platt, 2018), vecina ih brzo napreduje te su letalne ukoliko se
ne lijece.

Genska terapija ukljucuje zamjenu, utiSavanje ili popravak odredenog gena. Za dostavu ex vivo ili
in vivo u somatske stanice koriste se virusni i nevirusni vektori koji se mogu dizajnirati i
prilagodavati ovisno o ciljanom tkivu. Kako bi se mogao primijeniti odgovarajuci tip genske
terapije potrebno je definirati kako odreden gen ili mutacija gena rezultira nastankom bolesti.
Lizosomske bolesti su monogenetske bolesti s ve¢ poznatim i sekvenciranim genima odgovornim
za njihov razvoj, pa su dobar model za gensku terapiju dopremanja funkcionalnog gena. Uz brojna
aktivna klinicka istrazivanja usmjerena na lizosomske bolesti na trzistu je od 2020 godine dostupna
genska terapija za metakromatsku leukodistrofiju Libmeldy (EMA 2020). Ova terapija primjer je
pristupa ex vivo u kojem se hematopoetske mati¢ne stanice CD34+ pacijenta transformiraju genom
ARSA. Nakon intravenoznog unosa transformiranih stanica u pacijenta hematopoetske matic¢ne
stanice CD34+ proizvode funkcionalni protein arilsulfatazu A koji nedostaje u metakromatskoj

leukodistrofiji.

Istrazivanje genske terapije za lizosomske bolesti vazno je iz dva razloga; trenutno nije dostupna
terapija koja dugoroc¢no lijeci sve tipove bolesti, a posebno one koje zahvaéaju Ziv¢ani sustav, 0Sim
toga ova istrazivanja pruzaju temelj za razvoj uéinkovitijih i sigurnijih terapija za razlicite genetske

bolesti te bolje razumijevanje mehanizama dostave gena, sigurnosti i dugoro¢nih ucinaka terapije.

2. Lizosomske bolesti

2.1 Molekularne osnove lizosomskih bolesti

Na stani¢noj razini lizosomske bolesti utje¢u na aktivnost, posttranslacijske modifikacije i
transport citoplazmatskih i membranskih proteina lizosoma sto utje¢e na razgradnju i prijenos
supstrata iz lizosoma. U skupinu lizosomskih bolesti ubrajaju se i poremecaji koji indirektno utje¢u
na rad lizosoma promjenama u Saperonskim proteinima i transportnim proteinima o ¢ijoj funkciji
ovise lizosomski proteini. Primjer takvih poremecaja su bolesti iz skupine mukolipidoza kod kojih
je mutiran gen za enzim UDP-N-acetilglukozamin-1-fosfotransferazu koji ima klju¢nu ulogu u
usmjeravanju lizosomskih proteina iz Golgijevog aparata u endosome. Zbog mutacija ovog enzima

nema sinteze receptora manoza-6-fosfatnog (M6P od eng. mannose 6-phosphate) signala koji se



nalazi na povrS$ini lizosomskih proteina. U nedostatku receptora M6P vecina novosintetiziranih

lizosomskih proteina ne moze fuzionirati s endosomima (Filocamo i Morrone, 2011.).

Zajednicka posljedica svih poremecaja je akumulacija supstrata u lizosomima, ali i u drugim
unutarstani¢nim i izvanstani¢nim prostorima, no i dalje nije potpuno razja$njeno kako poremecaj
funkcije lizosoma pokrece slozene stani¢ne procese uzrokujuci poremecaj funkcije stanica i na

kraju stani¢nu smrt.

PredloZzena su 3 mehanizma patogeneze (Ballabio i Gieselmann, 2009): prvi se temelji na
smanjenoj sposobnosti fuzije lizosoma s autofagosomima zbog akumuliranih supstrata. Ovisno o
vrsti poremecaja dolazi do potpunog ili djelomic¢nog zaustavljanja autofagije te nakupljanja njenih
supstrata, agregata poliubikvitiranih proteina i disfunkcionalnih mitohondrija. Nakupljanje
supstrata autofagije u stanici dovodi do upalnog procesa i posljedi¢no stani¢ne smrti. Drugi
mehanizam ukljucuje razne promjene u transdukciji signala unutar stanice. Akumulirani supstrati
u stanici mogu djelovati kao ligandi receptora uzrokuju¢i tako prekomjernu ekspresiju raznih
molekula poput upalnih citokina u mukopolisaharidozama V1 i VII. Tre¢i predloZzeni mehanizam
temelji se na promjeni koncentracije unutarstani¢nog kalcija kao na primjer u Gaucherovoj bolesti
gdje dolazi do nakupljanja glukozilceramida u membrani endoplazmatskog retikuluma $to aktivira
rijanodinske receptore i1 tako uzrokuje povecanu koncentraciju kalcija u citoplazmi $to interferira

s mnogim signalnim putovima unutar stanice.

Tocan mehanizam i stupanj oStec¢enja ovisi o zahva¢enom proteinu i tipu stanice. Unato¢ ovoj
raznolikosti, u veéini slufajeva, primarno su zahvaleni organi s visokom metabolickom
aktivno$cu, kao §to su jetra, slezena, kosti, misici, te posebno centralni ziv€ani sustav (CNS od
eng. central nervous system). CNS je zahvacéen u 70% lizosomskih bolesti (Platt, 2018). Ostecenje
centralnog zivéanog sustava moze biti osobito teSko jer moze uzrokovati niz neuroloSkih
simptoma, ukljucujuéi progresivni gubitak motorickih i kognitivnih funkcija, epilepti¢ke napadaje,
misi¢nu slabost i druge neuroloske poremecaje. Stoga je dostava terapije u CNS glavni cilj

nedavnih istrazivanja.

2.2 DosadasSnji pristupi lijecenja i njihovi nedostaci
Kada se radi o bolestima uzrokovanim mutacijom u jednom genu dva su moguca pristupa

razvoju terapije: ublaziti u¢inke mutiranog gena dostavljanjem funkcionalnog gena u stanice ili
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dostava rekombinantnog funkcionalnog proteina u stanicu kao zamjena za promijenjeni protein
ili nadomjestak za nepostoje¢i protein u stanici. Vecina lizosomskih bolesti uklju¢uje akumulaciju
supstrata u centralnom ziv€anom sustavu i mnogim drugim organima, te je stoga najveci tehnicki
izazov svih pristupa lije¢enja kako dostaviti terapiju koja ¢e ucinkovito lijeciti sve organe i tkiva

koriste¢i jednu terapijsku strategiju.

Terapija zamjenskim enzimima (ERT od eng. enzyme replacement therapy) temelji se na
intravenskoj dostavi funkcionalnog proteina u stanicu. Kada se radi o lizosomskim proteinima
dostava egzogenih proteina u stanicu je olakSana. Razlog tome je glikozilacija vecine lizosomskih
proteina jer imaju obrazac glikozilacije manoza-6-fosfat (M6P) koji im omogucuje unos u sve

stanice s receptorom M6P (Solomon i Muro, 2017).

ERT se koristi kao glavna metoda lijeCenja u mnogim lizosomskim bolestima: Gaucherovoj
bolesti, Fabrijevoj bolesti, Pompe i mukopolisaharidozama. Tri su osnovna ograni¢enja ove
terapije kod navedenih bolesti. Prvo je formiranje neutralizirajucih antitijela koji na razli¢ite nac¢ine
inhibiraju aktivnost egzogenih enzima (Solomon i Muro, 2017). Pojava antitijela najéesca je kod
oboljelih s mutacijama koje stvaraju stop-kodon tj. kod pacijenata koji uopée ne proizvode
odredeni protein zbog preuranjenog zaustavljanja translacije. U tih pacijenata protein nije poznat
imunosnom sustavu i ne postoji tolerancija na njega (Hollak i Linthorst, 2009). Zatim, kod nekih
poremecaja ERT je efikasna metoda lijjeCenja samo u ranim stadijima bolesti pa se kasno
dijagnosticirani i uznapredovali stadiji ne mogu lijeciti. Razlozi variraju, Fukuda i sur. (2006)
suutvrdili da je kod Pompeove bolesti uzrok deregulacija autofagije koja moze dovesti do
pogre$nog usmjeravanja endocitiranog terapijskog enzima. Pokazali su da u kasnim stadijima
bolesti dolazi do nakupljanja uvecanih autofagosoma u miSi¢nim stanicama. Pracenjem
fluorescentno obiljezenih terapijskih enzima utvrdeno je da su usmjereni prema autofagosomima,
kasnim endosomima i intermedijarnim autofagosomima te tamo ostaju zarobljeni. U tim
odjeljcima enzimi ne mogu vrsiti svoju funkciju, razgradnju glikogena, stoga lizosomi i dalje
ostaju ispunjeni glikogenom, a autofagna nakupina nastavlja rasti kako bolest napreduje. Treca
prepreka odnosi se na ciljane organe i mogucnost dostave terapije u njih. Centralni ziv¢ani sustav,
zahvacen U 70% lizosomskih bolesti, odvojen je od krvotoka krvno-mozdanom barijerom koja
onemogucuje dostavu terapijskih enzima, stoga ERT nije dobra terapija za lizosomske bolesti koje

najvecim dijelom zahvacaju centralni Ziv¢ani sustav.



Terapija malim molekulskim Saperonima temelji se na povecanju aktivnost neispravnog proteina.
Male molekule vezu se za aktivno mjesto mutiranog enzima i trajno ga stabiliziraju. Glavna
prednost ove terapije je mogucnost lijeCenja i centralnog zivcanog sustava s molekulama koje
mogu prijeéi krvno-mozdanu barijeru. Ova terapija moguca je samo kod pacijenata gdje se enzim
sintetizira ali sa smanjenom aktivnosti te je ipak oblik personalizirane medicine koja uvelike ovisi

0 vrsti mutacije pacijenta pa razvoj takve terapije nije jednostavan (Platt, 2018).

Terapija smanjenja koli¢ine supstrata ne cilja enzim, ve¢ smanjuje akumulaciju supstrata u
lizosomima usporavanjem biosinteze tog supstrata u stanici. Cilj joj nije u potpunosti zaustaviti
biosintezu ve¢ uskladiti brzinu biosinteze s aktivno$¢u mutiranog enzima. Nedostaci su to Sto se
moze koristiti samo u slu¢ajevima u kojima stanica moze tolerirati manje koli¢ine odredenog

supstrata i u kojima je enzim zadrzao djelomic¢nu aktivnost (Platt i Jeyakumar, 2008).

Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica koristi zdrave donorske stanice za proizvodnju
nefunkcionalnih enzima. Transplantirane donorske stanice ukljucuju leukocite koje cirkuliraju u
krvi i makrofage koji se nalaze u raznim tkivima. Donorske stanice lu¢e normalne koli¢ine enzima
u krv ili tkivo (Parenti i sur., 2015), a enzim moze biti unesen u stanice domacina preko receptora
za manoza-6-fosfat. Ovaj receptor prepoznaje lizosomske enzime koji nose manoza-6-fosfatni
signal i unosi ih u stanicu nakon ¢ega su usmjereni prema lizosomu (Leal i sur., 2020), postoji
nekoliko nedostataka ove vrste terapije. Lizosomske bolesti u kojima nedostaje enzim bez manoza-
6-fosfatnog signala ne mogu se lijeciti transplantacijom, donorske stanice ne ulaze u sva tkiva u
jednakoj koli¢ini, ziv¢ani i skeletni sustav slabo su zastupljeni donorskim stanicama pa su razine
funkcionalnog enzima tamo niske (Leal i ostali, 2020). Uz to, glavni nedostatak je poteskoc¢a u
pronalazenju kompatibilnog donora, uz rizik od neuspjeha transplantacije, visoke stope
morbiditeta i mortaliteta povezane s imunosupresivnim reZimima, te moguénost razvoja bolesti

presatka protiv domacina (0od eng. graft-versus-host disease) (Boelens, 2006).

Zbog nedostataka navedenih pristupa lije€enju i velike raznolikosti u koli¢ini 1 aktivnosti enzima
kod oboljelih od istog poremecaja istrazivanje su usmjerena U razvoj genske terapije koja moze

tretirati sve oblike pojedinog poremecaja.



3. Genska terapija

Genska terapija obuhvaca koristenje svih proizvoda koji djeluju transkripcijom ili
translacijom prenesenog genetickog materijala ili specifi¢éno izmjenjuju geneticke sekvencije
(FDA 2020). Prvo odobreno klini¢ko istrazivanje za gensku terapiju bilo je za lizosomsku bolest,
Gaucherovu bolest 1988. godine (Alhakamy i sur., 2021). Od tada se primjena genske terapije
istrazuje i za lijeCenje drugih genetskih bolesti, kardiovaskularnih bolesti, tumora i zaraznih

bolesti te je do 2020. godine provedeno 2106 klini¢kih istrazivanja (Alhakamy i sur., 2021).

3.1 Principi genske terapije

Sve genske terapije temelje se na unosu novog genetickog materijala u organizam stoga
je prije lijecenja bilo kojeg stanja primjenom genske terapije potrebno definirati kako dopremiti
zeljeni geneticki materijal u stanicu odnosno koji vektor za prijenos koristiti, koji su principi
djelovanja genetickog materijala jednom kada se nalazi u stanici i koje su moguce posljedice
odabranog vektora. Ovisno o tome na koji nacin genski produkt djeluje na razvoj bolesti koriste

se razliciti pristupi: dodavanje gena, utiSavanje gena i uredivanje/popravak gena.

Dodavanjem gena (od eng. gene addition) unosi se novi gen u stanice. Ako mutirani gen
uzrokuje sintezu neispravnog protein ili sinteze nema, terapijom dodavanjem gena moze se
unijeti ispravnu kopiju gena kako bi se stvarao funkcionalni protein. Alternativno, terapijom se
moze unijeti drugi gen koji pruza upute za protein koji pomaze stanicama da normalno
funkcioniraju, unato¢ geneti¢koj promjeni (NIH 2022). Ovaj pristup koristi se za monogenetske

bolesti poput lizosomskih bolesti, spinalne misi¢ne distrofije, hemofilije i cisti¢ne fibroze.

UtiSavanje gena (0d eng. gene silencing) za cilj ima smanjiti ili zaustaviti ekspresiju gena
posttranskripcijskim interferiranjem s mMRNA Zeljenog gena. RNA interferencija (RNAI od eng.
RNA interference) je proces posredovan malim interferiraju¢im molekulama RNA (siRNA, od
eng. small interfering RNA). Jednolan¢ane siRNA usmjeravaju proteinski kompleks RISC prema
ciljanoj mRNA, komplementarnoj siRNA. Nakon prepoznavanja kompleks RISC cijepa mRNA i

tako onemogucava translaciju odredenog gena (Aigner, 2006).

Utisavanje gena moze se posti¢i i pomocu oligonukleotida ASO (od eng. antisense

oligonucleotides) pristupa koji koristi kratku RNA-ukosnicu (ShRNA, od eng. short hairpin



RNA) (van Zundert i Brown, 2017). ASO je kratka dizajnirana sekvencija duga 8-50 nukleotida s
razli¢itim modifikacijama na okosnici. Kada se komplementarno veze za ciljanu mRNA,
sprecava njenu translaciju ili poticu degradaciju RNazom H1. Za razliku od ASO, koji svoju
funkciju obavljaju u citoplazmi ShRNA svoj ciklus zapocinje u jezgri. Koristenje sSiRNA u
genskoj terapiji podrazumijeva unos u stanicu vektorom nakon ¢ega shRNA ulazi u jezgru te se
integrira u genom. U jezgri se ShRNA transkribira i procesira pomoc¢u stani¢nih proteina.
Obradena pre-shRNA u citoplazmi ulazi u kompleks s proteinom Dicer koji joj omogucava
sazrijevanje. Zrela shRNA se u kompleksu s proteinom RISC ponasa isto kao i siRNA i uzrokuje

degradaciju komplementarne mRNA.

Rao i sur. (2009) usporedili su djelovanje siRNA i ShRNA u postupcima utisavanja gena te
utvrdili da iako egzogeno uvedena siRNA moze ué¢i u kompleks s proteinom RISC, stvaranje
kompleksa je 10 puta manje uc¢inkovito nego za ShRNA. Osim toga, ShRNA se moze, buduéi da
se ugraduje u genom, kontinuirano sintetizirati od strane domacina pa je njezin ucinak trajniji
dok je pracenje fluorescentno obiljezene SIRNA ukazalo je na njenu visoku razgradnju te je 48
sati nakon primjene manje od 1% uvedenog dupleksa siRNA ostalo u stanicama. Zbog toga su
koncentracije potrebne za u¢inkovito utiSavanje gena obi¢no u niskom rasponu NM za veéinu
SiRNA, dok je manje od 5 kopija ShRNA integriranih u genom domacina dovoljno za

kontinuirani u¢inak utiSavanja gena.

Utisavanje gena interferiraju¢im RNA molekulama Koristi se za neurodegenerativne bolesti kod
kojih zbog genetskih mutacija dolazi ili do nakupljanja proteina ili sinteze toksi¢nog proteina.
Cesto se primjenjuje ASO, koji se u centralni Zivéani sustav dostavljaju bez vektora
injektiranjem u lumbalne prostore ili bo¢ne ventrikule ispunjene cerebrospinalnom tekuc¢inom jer
nukleotidi ASO ne mogu pro¢i krvno-mozdanu barijeru (Bennett i sur., 2020). Primjeri trenutnih
istrazivanja ukljucuju utiavanje gena za sintezu amiloidnog prekusorskog proteina kao jedan od

pristupa lijeCenju Alzheimerove bolesti i utiSavanje gena SOD1 ¢iji je toksic¢ni produkt vjerojatan

uzrok amiotrofi¢ne lateralne skleroze (Bennett i sur., 2020).

Zanimljiv novi pristup je primjena genske terapije koja kombinira dodavanje i utiSavanje gena.
Ovaj pristup predlozili su Brusson i sur. (2023) na primjeru lijeCenja srpaste anemije. Srpasta
anemija uzrokovana je mutacijom [-globinskog gena zbog koje dolazi do proizvodnje

promijenjenog hemoglobina (HbS, od eng. hemoglobin S). Dosadasnja terapija ukljucivala je



samo dodavanje gena za anti-srpasti hemoglobin (84S) u hematopoetske mati¢ne stanice i
progenitorske stanice pomocu lentivirusnog vektora. Protein BAS ima supstituciju glicina za
cistein zbog Cega ima veci afinitet za vezanje na a globinski lanac od srpastog HbS globina. No
HDbS se ne prestaje proizvoditi u stanici i natjece se za vezanje s a globinom, zbog ¢ega kolic¢ina
zdravog hemoglobina ne dostize zeljenu razinu. Novi pristup takoder je koristio lentivirusni
vektor koji je osim gena za BAS nosio i miRNA (konstruiranu iz ShRNA) koja je smanjila
ekspresiju HbS. Eritrociti miSeva tretiranih vektorom BAS/miRNA u usporedbi s eritrocitima
miseva tretiranim samo s vektorom BAS imali su manju koli¢inu HbS i manji broj stanica sa

srpastim fenotipom.

Posljednji nacin djelovanja genske terapije je onaj uredivanjem gena (0d eng. gene editing).
Uredivanje gena omoguceno je posebno napravljenim nukleazama koje su sastavljene od
domene za vezanje DNA, koji odreduje specifi¢nost nukleaze za DNA sekvenciju, i
endonukleazne domene, koja katalizira stvaranje dvostrukog loma (DSB, od eng. double strand
break) (Castiello i sur., 2023). Popravak dvostrukog loma DNA moze se odvijati na temelju
nepotpunog homolognog spajanja krajeva (NHEJ, od eng. non-homologous end joining) ili
homologno usmjerenim popravakom (HDR, od eng. homology-directed repair). Kod NHEJ-a
spajaju se krajevi DNA na mjestu dvolan¢anog loma. Ovaj put popravka sklon je pogreskama, a
na mjestu dvolan¢anog loma nastaju insercije i delecije. Genska terapija temeljena na NHEJ-u
omogucuje gubitak funkcije gena promjenama u kodirajuc¢oj sekvenci ili poremecaj regulacije
gena ciljanjem promotorskih sekvenci. Drugi na¢in popravka dvolan¢anog loma je HDR. Za ovaj
tip popravka nuzna je prisutnost sekvencije DNA homologne mjestu dvolanc¢anog loma. Genska
terapija temeljena na HDR-u omogucuje mjesno-specificnu integraciju kratkih ili dugih
sekvencija u gen koji uzrokuje bolest, ¢ime se gen inaktivira ili mjesno-specifi¢nu integraciju u
sigurna mjesta ekspresije (GSH, od eng. genomic safe harbor) ¢ime se omogucuje ekspresija
transgena. Sigurna mjesta ekspresije su to¢no odredena mjesta u ljudskom genomu koja
podrzavaju stabilnu 1 u€inkovitu ekspresiju transgena, bez Stetnog izmjenjivanja stani¢nih

funkcija (Aznauryan i sur., 2022).

Glavne klase stvorenih nukleaza su nukleaze ZFN (od eng. zinc fingers nucleases), efektorske
nukleaze nalik aktivatoru transkripcije (TALEN, od eng. transcription activator-like effector
nucleases) i sustav CRISPR/Cas9 (od eng. clustered regularly interspaced short palindromic



repeats ). Glavna razlika ovih nukleaza je na¢in na koje su usmjerene prema ciljanoj sekvenciji
DNA: nukelaze ZFN i TALEN-i usmjereni su proteinima, a sustav CRISPR/Cas9 usmjeren je
kratkom vodecom RNA (gRNA, od eng. guide RNA).

Ucestalost NHEJ i njegova nespecifi¢nost predstavlja glavni nedostatak koristenja nukleaza u
kontekstu uredivanja gena. NHEJ je dominantan put popravka dvostrukih lomova u sisavaca, a
buduci da je NHEJ aktivan tijekom cijelog stani¢nog ciklusa i brzi od homologno usmjerenog
popravka , postoji veca vjerojatnost da ¢e se koristiti za popravak DSB-ova (Yang i sur., 2020).
Medutim, ta nespecifi¢na aktivnost moze dovesti do nezeljenih uc¢inaka, kao Sto su mutacije ili
nepravilne integracije transgena. Novi pristup ovom problemu je uredivanje baza (od eng. base
editing). Tipi¢ni uredivac baza sastoji se od dva dijela: kataliticki onesposobljena nikaza, npr.
nukleaza Cas9 koja specifi¢no veze DNA i enzim koji modificira jednolan¢anu DNA tako da
modificira baze npr. citidinske deaminaze ili adeninske deaminaze (Dimitrievska i sur., 2024).
Ovakav sustav ima potencijal za ispravljanje tockastih mutacija pa se koristi u istrazivanjima
terapija za bolesti uzrokovane tockastim mutacijama poput srpaste anemije. Chu i sur. (2021)
koristenjem sustava CRISPR/Cas9 s adeninskom deaminazom ispravili su to¢kastu mutaciju u
genu za (3-globinski lanac u 70% stanica in vitro. Unato¢ odredenim ograni¢enjima kao $to je
nedovoljna specificnost tj. deaminacija okolnih baza, uredivanje baza pokazuje potencijal kao
vrijedan alat za rjeSavanje srpaste anemije. U 2024. godini odobrene su dvije genske terapije za
srpastu anemiju: Casgevy i Lyfgenia (FDA 2024). Obje terapije koriste pristup ex vivo tako da se
hematopoetske mati¢ne stanice pacijenta transformiraju koristenjem lentivirusnog vektora.
Casgevy koristi tehnologiju CRISPR/Cas9 kojom modificira hematopoetske mati¢ne stanice tako
da i u odrasloj dobi sintetiziraju fetalni hemoglobin (Olalla & Rio, 2024). Lyfgenia ne Koristi
tehnologiju CRISPR/Cas9 ve¢ se pomocu lentivirusa u genom ugraduje modificirani hemoglobin

HbATQ koji djeluje sli¢no kao i odrasli hemoglobin HbA (Parums, 2024).

3.2 Vektori u genskoj terapiji

Svi navedeni nacini genske terapije obuhvacaju unos nukleinskih kiselina u stanicu
pomocu vektora. Sama kemijska svojstva 1 izgled nukleinskih kiselina odnosno njihov negativni
naboj i veli¢ina onemogucéuju samostalni prolaz kroz staniénu membranu. Osim toga, prije nego
Sto dospiju do stanice, nukleinske kiseline razgraduju se od stane nukleaza u krvi (Alhakamy i

sur, 2021). Zato je za unos nukleinske kiseline u ciljanu stanicu potrebno odabrati najbolji



vektor. Vektori se mogu podijeliti na virusne i nevirusne. Nevirusni vektori ukljucuju kationske
lipide, polimere i peptide (Nayerossadat i ostali, 2012) te razlicite organske i anorganske
nanocestice (Crespo-Barreda i sur., 2016). Genska terapija koja koristi nevirusne vektore ¢ini
samo ~30 % klinickih istrazivanja zbog manjeg stupnja transfekcije (Alhakamy i ostali, 2021) te
se rijetko koristi u genskoj terapiji lizosomskih bolesti. Kod lizosomskih bolesti u najveéem

broju slucajeva koriste se virusni vektori.

3.2.1 Virusni vektori

Virusni vektori su virusi modificirani kako bi bili sigurni za klinicku upotrebu. Imaju
nekoliko primjena, ukljucujuci lijeCenje koriStenjem genske terapije in vivo ili ex vivo, lijecenje
malignih tumora te proizvodnju cjepiva (Merten i Gaillet, 2016). Od pocetka istrazivanja genske
terapije, virusi su razmatrani kao moguci vektori zbog njihove sposobnosti da inficiraju ciljane
stanice i prenesu svoj genom u citoplazmu ili jezgru zarazene stanice, ¢ime se pokreée
proizvodnja virusnih proteina. Razvoj vektora za prijenos gena temelji se na principu uklanjanja
jednog ili viSe gena iz virusnog genoma kako se rekombinantni virus ne bi mogao replicirati.
Stoga, za proizvodnju virusnih vektora, te funkcije moraju biti nadoknadene koristenjem ili
pomoc¢nih virusa (HVS od eng. helper virus) ili specifi¢no dizajniranih linija stanica za

nadomjestanje proteina koji nedostaju.

Virusni vektori mogu se podijeliti na vektore koje se ne integriraju u genom i one koje se
integriraju (Crespo-Barreda i sur., 2016). Neintegriraju¢i virusni vektori omogucuju kratkotrajnu
ekspresiju terapijskog gena jer ne mogu proéi jezgrinu ovojnicu i integrirati se u genom.
Prednost ovih vektora je smanjen rizik od insercijske mutageneze, ali zbog kratkog vremena
aktivnosti njima nije moguce lije¢iti kroniéne bolesti. Cesto koristeni neintegriraju¢i virusi su
adenovirusi i virusi povezani s adenovirusima (AAV, od eng. Adeno-associated virus).
Integrirajuci virusni vektori mogu se koristiti za lijecenje kroni¢nih bolesti, ali nose ve¢i rizik

insercijske mutageneze. Jedan od ¢esto koristenih integrirajuci virusa je i lentivirus.

Adenovirus je prvi uspjesno koristen virusni vektor te se i dalje intenzivno istrazuje i
koristi tako da je dio ~20% klini¢kih istrazivanja genske terapije. Rasprostranjenost adenovirusa
u populaciji je velika, stoga je veéina osoba tijekom Zivota bila izlozena i razvila je imunost. To

predstavlja prepreku u koriStenju adenovirusa kao vektora jer povecava rizik za imunosne
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reakcije prilikom lijeCenja. Problem ve¢ postojeceg imuniteta uvelike je smanjen na dva nacina,
odabirom rijetkih serotipova i konstruiranjem vektora bez gena (od eng. gutless vector). Zasada
je definirano 57 serotipova adenovirusa kojem je domacin ljudska stanica (Rauschhuber i sur.,
2012) te je utvrdeno da su adenovirusi serotipa 2 i 5 najrjedi u populaciji stoga su oni odabrani za
gensku terapiju (Crystal, 2014). Kako bi se smanjila imunogenost uklonjeni su geni klju¢ni u
ranoj fazi replikacije i tako je onemoguc¢eno umnozavanje virusa. Adenovirusni vektori bez gena
imaju dvolan¢ani DNA genom koji se sastoji samo od zeljenog transgena i inverznih terminalnih
ponavljajuéih sljedova (ITR, od eng. inverted terminal repeats). Vektori bez gena predstavljaju
trecu generaciju adenovirusa koristenih u genskoj terapiji, generacije prije njih imale su saCuvane
neke gene koji su ukljuéeni u ranu fazu replikacije. U vektorima prija$njih generacija postoji
niska ekspresija virusnih gena u stanici $to je uzrok njihove imunogenosti (Merten i Gaillet,
2016). Uklanjanjem virusnih kodiraju¢ih sekvenci oslobada se prostor u genomu adenovirusa za
unos transgena pa je tako u adenovirusni vektor bez gena moguce unijeti sekvencu do 36 kb $to
je znacajna razlika od ostalih virusnih vektora s kapacitetom 8-9 kb (Lee i ostali, 2017). Glavna
prednost adenovirusa je to $to inficiraju razne tipove stanica odnosno imaju Siroki tropizam jer
veéina ljudskih stanica eksprimira adenovirusni receptor (CAR od eng. coxsackie-adenovirus
receptor), kao i integrine koji omogucuju unos virusa u stanicu pinocitozom (Wolfrum i Greber,
2013). Tako ovo ¢ini adenoviruse idealnima za gensku terapiju in vivo, uc¢inkovita ekspresija
adenovirusnih vektora u ljudi doseze vrhunac tijekom prvog tjedan i ograni¢ena je na dva tjedna
(Crystal, 2014). Zbog toga su adenovirusni vektori dobri ako se Zeli posti¢i kratkotrajna
ekspresija. Dodatno, kombinirana imunost specifi¢na za adenoviruse zajedno s kratkim
vremenom ekspresije idealna je za koriStenje adenovirusa kao platforme za razvoj cjepiva.
Adenovirusni vektori takoder se mogu koristiti u terapijama malignih tumora, gdje je cilj
poticanje imunosnog odgovora specifi¢nog za tumorske stanice ili izravno uniStavanje tumorske

stanice (Choi i Yun, 2013).

Virusi povezani s adenovirusima integrirajuci su virusi iz porodice Parvoviridae. Genom im ¢ini
jednolan¢ana DNA, no on ne kodira sve gene potrebne za replikaciju pa su svi virusi AAV
ovisni 0 pomo¢nickim virusima (od eng. helper virus). Zivotni ciklus AAV-a je jedinstven jer
virusne DNA (Slika 1.) u zaraZenoj stanici u obliku episomske DNA (Monahan i Samulski,
2000).
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Slika 1. Dodavanje gena pomo¢u neintegrirajueg vektora AAV. Izradeno pomoc¢u BioRendera

(https://www.biorender.com) prema Dissen i sur. (2012)

Za replikaciju AAV treba pomo¢ni virus (obi¢no adenovirus ili herpesvirus) kako bi se umnozio

i uSao u liticku fazu ciklusa. U odsutnosti pomoénog virusa DNA AAV-a perzistira u
episomskom obliku tj. kao cirkularna dvostruka DNA koja je autonomna u odnosu na

domacinsku kromosomsku DNA (Wang i sur., 2019) ili se, u rijetkim slu¢ajevima, integrira u

genom domacinske stanice. Kod divljeg tipa AAV (WtAAV, od eng. wild type adeno-associated

virus) u ljudskim stanicama 70% integracija u genom dogada se na to¢no odredenom mjestu na
kromosomu 19. Specificnost mjesta integracije ovisi o specificnoj endonukleaznoj i helikaznoj
aktivnosti proteina Rep wWtAAV-a koji su uklonjeni iz genoma rAAV pa je ugradnja kod rAAV
rijetka i nasumi¢na (Monahan i Samulski, 2000). lako se smatra da je prednost AAV smanjeni
rizik od insercijske mutageneze jer je uglavnom episomski vektor, ipak Russell (2007) sugerira

da je integracija dovoljno Cesta da uzrokuje insercijsku mutagenezu na misjem modelu. Buduci

da vektori AAV u potpunosti ovise o stani¢nim faktorima za integraciju, oni se mogu integrirati
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samo na postojece kromosomske lomove tj. na nasumi¢na mjesta u genomu. Definirano je vise
od 12 serotipova AAV koji se medusobno razlikuju po vrsti stanica koje inficiraju (Serguera i
Bemelmans, 2014). Ono §to dodatno pridonosi Sirokom tropizmu AAV je moguénost pakiranja
rekombinantnog genoma odredenog serotipa u kapsidu virusa razli¢itog serotipa (Rabinowitz i
sur., 2002).

AAV je vektor s najmanjim kapacitetom za transgen, maksimalna veli¢ina transgena u rAAV je
5 kb. Zbog toga treba pazljivo osmisliti terapijsku transgenu sekvenciju, ali i ukljuciti
regulacijske elemente potrebne za ekspresiju gena, kao $to su promotori i poliadenilacijski signal
(Wang i sur., 2019).

Lentivirus pripada porodici Retroviridae koja je predmet istrazivanja zbog sposobnosti da se
integrira u genom domacina. Retrovirusi nose dvije kopije nekodiraju¢eg RNA genoma
zatvorenog u kapsidu. Ulaze u stanice putem specifi¢ne interakcije izmedu virusnog omotaca i
stani¢nog receptora, Sto Cesto ogranicava ulazak virusa u odredene tipove stanica. Nakon ulaska

u stanicu, dolazi do reverzne transkripcije virusne RNA i integriranja u genom domacina (Slika

2).
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Slika 2. Dodavanje gena pomocu integrirajuéeg vektora. Izradeno pomoc¢u BioRendera (https://www.biorender.com)

prema Dissen i sur. (2012)
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Glavna prednost lentivirusa pred ostalim retrovirusima (skupine onkoretrovirusi) je njihov
razli¢iti put prema jezgri. Onkoretrovirusi zahtijevaju stani¢nu diobu jer ne mogu prijeéi barijeru
jezgrine membrane, dok DNA lentivirusa ulazi kroz nuklearnu pore. Sposobnost lentivirusa da
razvoj terapija bolesti centralnog ziv¢anog sustava (Serguera i Bemelmans, 2014). S obzirom na
to da je Lentivirus rod retrovirusa koji uzrokuje smrtonosne bolesti ljudi poput virusa HIV-1
iznimno je vazno osigurati da vektor nema mogucnost replikacije. Najveci doprinos povecanju
sigurnosti lentivirusa napravili su Zufferey i sur. (1998) konstrukcijom samoinaktivirajuceg
vektora HIV-1 s delecijom od 400 nukleotida u 3'-dugom terminalnom ponavljanju (LTR, od
eng. long terminal repeat). Delecija, koja ukljucuje TATA-sekvenciju, uklonila je aktivnost
promotora LTR-a i tako onemoguéila sintezu potpune virusne RNAI stvaranje novih virusnih
Cestica, ali nije utjecala na ekspresiju transgena in vitro. Takav samoinaktivirajuéi lentivirus
takoder smanjuje vjerojatnost promijenjene ekspresije gena smjestenih uz integracijsko mjesto
vektora jer iskljucuje aktivnost promotora LTR-a virusa HIV-1. Vazna znacajka lentivirusa je i ta
Sto ostaju funkcionalni i s heterolognim virusnim omota¢ima, $to omoguéava interakciju s
razli¢itim tipovima stanica. Ove Cestice nazivaju se pseudotipovi, a izbor omotaca koji se koristi
za pseudotipizaciju lentivirusa odreduje ciljane stanice ili tkivo koje treba transducirati (Matrai i
sur., 2010). Prednosti lentivirusa kao vektora su integriranje u genom domacina §to osigurava
dugoro¢nu ekspresiju gena i veli¢ina transgena kojeg je moguce ugraditi u lentivirus.
Maksimalna veli¢ina transgena iznosi do 8 kb §to je najveéi kapacitet od integrirajuc¢ih vektora
(Serguera i Bemelmans, 2014). Glavni nedostatak je insercijska mutagenza koja proizlazi iz
sposobnosti integriranja u genom domacina (Crespo-Barreda i ostali, 2016). Insercijska
mutageneza odnosi se na mogucu aktivaciju onkogena ili inaktivaciju gena za tumorske

supresore zbog blizine insercije transgena.

4. Primjena genske terapije u lijeCenju lizosomskih bolesti

Lizosomske bolesti su monogenetske bolesti kojima su neispravni geni ve¢ identificirani
pa su idealni model za gensku terapiju. Ono Sto takoder ¢ini lizosomske bolesti dobrim modelom
za gensku terapiju je povlacenje simptoma bolest pri samo 1-10 % normalne koncentracije enzima
(Massaro i sur., 2021) pa visoka uspjesnost transdukcije nije potrebna kao u drugim bolestima.

Razlog ovome je krizni popravak (od eng. cross-correction), fenomen kod kojeg transducirane
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stanice otpustaju sintetizirane enzime u cirkulaciju pa ih mogu koristiti i ne transducirane, udaljene
stanice. Dva su glavna nacina primjene genske terapije: ex vivo gdje se transduciraju autologne
hematopoetske mati¢ne stanice i in vivo gdje se virusni vektori direktno unose u pacijenta na nacin

koji ovisi o zahvaéenim organima (Slika 3.).

In vivo Ex vivo
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Slika 3. Strategije genske terapije in vivo i ex vivo. Pristup in vivo ukljucuje pakiranje transgena u virusnu Cesticu i

unos virusne Cestice intravenozno (IV), intratekalno (IT), intramuskularno (IM) i intraparenhimno (IP). Pristup ex vivo
pristup zapodinje uzimanjem hematopoetskih mati¢nih stanica, one se uzgajaju u kulturi, transduciraju virusnim

vektorom s transgenom i transplatiraju u pacijenta (preuzeto i prilagodeno iz Sawamoto i sur. (2018))

4.1 Primjeri istraZivanja primjena genske terapije ex vivo

Pristup ex vivo temelji se na transplantaciji hematopoetskih mati¢nih stanica. Dva su
razloga zasSto hematopoetske mati¢ne stanice mogu isporuciti lizosomske enzime u druge stanice.
Prvi je receptor manoza-6-fosfata (M6P od eng. mannose 6-phosphate). Ovaj se receptor nalazi na
povrsini veéine stanica i veze proteine koji imaju signal M6P. Signal se dodaje tijekom sazrijevanja
lizosomskih proteina u Golgijevom aparatu transduciranih stanica. Nakon prepoznavanja, enzim
se zbog signala transportira prema lizosomu gdje se signal uklanja i enzim postaje funkcionalan
(Gary-Bobo i sur., 2007). Drugi razlog je sposobnost transplantiranih hematopoetskih mati¢nih

stanica ili njihovih potomaka da infiltriraju razlic¢ita tkiva kako bi doprinijeli lokalnim
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populacijama makrofaga i tako postanu izvori potrebnog lizosomskog enzima. Prvotno su se
koristile donorske mati¢ne stanice koje su proizvodile enzim koji je nedostajao, ali zbog odgovora
imunosnog sustava na transplantirane stanice ishodi lijeCenja varirali su i ponekad bili smrtnosni
(Peters 1 Steward, 2003). Nova istrazivanja fokusiraju se na gensku terapiju autolognim
hematopoetskim mati¢nim stanicama (HSC-GT, od eng. hematopoietic stem cell gene therapy).
Princip HSC-GT je prikupljanje hematopoetskih mati¢nih stanica iz pacijenta, tranduciranje ovih
stanica s funkcionalnim genom virusnim vektorom i transplantacija ili intravenozni unos

tranduciranih stanica u pacijenta (Massaro i sur., 2021).

Najcesc¢e koristeni vektor u HSC-GT je lentivirus jer se moZze integrirati u genom i tako omogucuje

dugoro¢nu ekspresiju.

4.1.1 Metakromatska leukodistrofija

Metakromatska leukodistrofija (MLD) je rijetki genetski poremecaj nedostatka arilsulfataze A
(ARSA) sto uzrokuje nakupljanje cerebrozidnog sulfata u stanicama, posebno u zivéanom sustavu.
Nakupljanje rezultira progresivnim propadanjem ziv€anog sustava, §to dovodi do simptoma poput
slabosti misi¢a, gubitka motorickih sposobnosti, napadaja i na kraju smrti. Prva istrazivanja
koristila su retrovirusni vektor i uspje$no smanjila nakupljanje cerobrozidnog sulfata u lizosomima
stanica jetre i bubrega (Matzner i sur., 2000). Medutim, ovim pristupom pobolj$anje patologije
Ziv€anog sustava, koji je najvise zahva¢en MLD-om, bilo je samo blago. Biffi i sur. (2004) su
uspjesno transducirali hematopoetske mati¢ne stanice genom ARSA Kkoriste¢i lentivirus.
Arilsulfataza A locirana je u mikroglija stanicama CNS-a i makrofazima perifernog zivéanog
sustava te se koncentracija ARSA povecavala s vremenom §to znaci da je osigurana dugotrajna
ekspresija. Kod tretiranih miSeva sprijecen je razvoj oSteCenja motorickih neurona, deficita u
ucenju i koordinaciji te neuropatoloskih abnormalnosti tipi¢nih za bolest. Novost u usporedbi s
prijasnjim istrazivanjima je prekomjerna ekspresija gena ARSA ostvarena viSestrukom
integracijom u DNA hematopoetskih stanica. Autori pretpostavljaju da je za uspje$nu terapiju
zivéanog sustava potrebna visoka koncentracija enzima koji je nedostajao postignuta efikasnom

transdukcijom lentivirusom i prekomjernom ekspresijom transgena.
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Biffi i sur. (2006) ponovno su proveli sli¢no istrazivanje, ali na simptomatskim misevima kod
kojih je ve¢ doslo do akumulacije supstrata u lizosomima i demijelinizacije Zivaca. Ovim
istrazivanjem utvrdili su da je s HSC-GT mogucde i ispravljanje postojecih neuroloskih deficita
poput remijelinizacije Zivaca te promjene u fenotipu i broju Purkenijevih stanica $to je posebno

vazno jer se kod ljudi MLD vrlo ¢esto dijagnosticira tek kada postoje uznapredovali simptomi.

Libmeldy (EMA 2020) je jedina komercijalno dostupna genska terapija za lizosomsku bolest u

Europi, a temelji se upravo na unosu ex vivo gena ARSA u hematopoetske mati¢ne stanice.

4.1.2 Gaucherova bolest

Gaucherova bolest uzrokovana je nedostatkom enzima glukozilceramidaze. Zbog
nedostatka enzima, dolazi do nakupljanja glukozilceramida. Nedostatak aktivnosti
glukozilceramidaze rezultira hepatosplenomegalijom, citopenijama i osteoporozom kod
pacijenata. Primarno su zahvaceni makrofagi koji se pretvaraju u karakteristicne Gaucherove
stanice, infiltrirajuci tkiva i uzrokuju¢i simptome. Dahl i sur. (2015) koriste¢i lentivirusni vektor
ublazili su simptome u miseva s Gaucherovom bolesti specificno ciljajuéi stanice makrofaga.
Koristena su dva razli¢ita promotora, promotor fosfogliceratne kinaze (PGK, od eng.
phosphoglycerate kinase) i promotor gena za CD68. Promotor PGK koristi se zbog visoke
aktivnosti u mnogim tkivima i stanicama, pa se njegova aktivnost oéekuje u svim hematopoetskim
stanica. Promotor gena za CD68 specifican je za makrofage pa se ekspresije transgena ocekuje
primarno u makrofazima. Ekspresija transgena pod promotorom gena za CD68 u makrofagima je
1,7 puta visa nego ekspresija pod promotorom PGK. Ovakav pristup koji specifi¢no cilja stanice
omogucuje izbjegavanje prekomjerne ekspresije gena u tkivima i stanicama koje nisu zahvacene
boles¢u. S druge strane, miSevi tretirani stanicama s promotorom gena za CD68 i dalje su imali
akumulacije glukozilceramida u jetri zbog malog broja makrofaga u tom tkivu. Tako je zaklju¢eno
da se ovim pristupom ne mogu lije¢iti multisustavne bolesti. Povecana aktivnost
glukozilceramidaze, smanjenja akumulacija supstrata i odsustvo Gaucherovih stanica zabiljezeni

su kod miSeva gdje je samo 6% hematopoetskih stanica proizvodilo enzim.
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4.2 Primjeri istraZivanja primjena genske terapije in vivo

Terapije genskog prijenosa in vivo temelje se na sposobnosti uvodenja genetskog materijala
u zahvacena tkiva izravnom administracijom u pacijenta. lako genska terapija ex vivo predstavlja
dobar terapijski pristup za nedostatke enzima uvelike se oslanja na kriznu korekciju. Direktnom
primjenom vektora genske terapije in vivo moguce je posti¢i veéi postotak transdukcije $to je
posebno vazno za nedostatak enzima koji nemaju signal M6P. Nadalje pristup in vivo predstavlja
manje invazivan pristup lijecenju izbjegavajuci potrebu za transplantacijom i moguce imunosne
reakcije (Massaro i sur., 2021). Najcesce koristen vektor je AAV - neintegrirajuci vektor s niskom
imunogenosti (Mendell i ostali, 2021). Trenutno je na trziStu dostupno pet genskih terapija koje
koriste AAV. lako ove terapije nisu za lizosomske bolesti postoji veliki broj klini¢kih istrazivanja
usmjerenih prema njima. Terapija in vivo vektorom AAV napravila je znacajni napredak u
lijeCenju bolesti zivéanog sustava. Glavna prepreka lije¢enja bolesti Ziv€anog sustava je Krvno-
mozdana barijera (BBB, od eng. blood-brain barrier) koja onemogucuje prijelaz velikih i
hidrofobnih molekula iz krvi u mozak pa se dosad lizosomske bolesti koje zahvacaju Ziv¢ani sustav
nisu mogle lijeciti intravenoznim putem. Gray i sur. (2011) istrazili su dostavu gena u zivéani
sustav vektorom AAV9 intravenoznim putem te utvrdili da AAV9 moze prijeci BBB i transducirati
neurone i glija-stanice. Otkrili su da intravenozna primjena vektora AAV9 moze rezultirati
razli¢itom distribucijom u mozgu i drugim organima, S$to moZe utjecati na ucinkovitost
istovremenog lijeCenja mozga i drugih organa. Ovo otkriée omogucava upotrebu AAV9 za

lije¢enje multisustavnih bolesti poput lizosomskih bolesti jednom, neinvazivnom terapijom.

4.2.1 Battenova bolest

Battenova bolest je naziv za skupinu nasljednih bolesti koje su uzrokovane mutacijom u
jednom od 13 poznatih gena povezanih s lipofuscinom (geni CLN). Zajednicka karakteristika je
nakupljanje autofluorescentnih lipidnih granula u lizosomima. Primarno je zahvaéen ZivCani
sustav, a simptomi su progresivno pogorsanje vida, motorickih sposobnosti i mentalnih funkcija,
uz skraceni zivotni vijek. Simptomi su uzrokovani smréu neuronu zbog nakupljanja lipofuscina,
stoga su Cain i sur. (2019) dostavili vektorom AAV9 funkcionalni gen CLN6 u cerebrospinalnu

tekucinu (CSF, od eng. cerebrospinal fluid) lumbalne kraljeznice. Iako je moguée vektor AAV9
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unesti i intravenozno, takav unos za lijeCenje bolesti Ziv€anog sustava u drugim istrazivanjima
trebao je ve¢u dozu virusa nego dostava putem CSF-a. Visoke doze virusa, iako lijeCe simptome
u mozgu mogu biti toksi¢ne za druge organske sustave pa su se zato Cain i sur. (2019) odlucili na
unos putem CSF. Jednokratna niska doza virusa inducirala je stabilnu ekspresiju proteina CLN u
mozgu i lednoj mozdini 18 mjeseci nakon tretmana. Tretiranim miSevima $ansa preZzivljenja bila
je veéa 65% od miseva u kontrolnoj grupi, te im je prosjecan zivotni vijek bio sli¢an onome divljeg
tipa. Gen CLN dostavljen u ovom istrazivanju je gen CLN6 Kkoji kodira lizosomski
transmembranski protein povezan s transportom lipofuscina. Kao transmembranski protein on
nema signal M6P pa je ocekivano da za ove proteine krizni popravak nije mogu¢. To je potvrdeno
u radu - nakupljanje lipofuscina sprije¢eno je samo u stanicama u kojim je protein CLN6
eksprimiran (odnosno u transduciranim stanicama), ali ne i u susjednim stanicama. Rezultati rada
ukazuju na dobru uc¢inkovitost i sigurnost jedne injekcije AAV9-CLN6 u CSF miseva i primata
zbog Cega je ovaj genski terapijski konstrukt presao u sigurnosno ispitivanje faze I/Il za pacijente

s CLN6-Battenovom bolesti.

4.2.2 Pompeova bolest

Pompeova bolest je nasljedna lizosomska bolest uzrokovana mutacijom u genu koji kodira
za a-glukozidaze (GAA od eng. acid alpha-glucosidase). Nedostatak enzima uzrokuje nakupljanje
glikogena u lizosomima, a posebno su zahvaéeni skeletni misici, srce, mozak i di$ni sustav zbog
oslabljenog rada dijafragme. Nedostatak koriStenja terapije zamjenskim enzimima je velika
koli¢ine enzima GAA potrebna za ispravljanje fenotipa i imunogenost GAA (de Vries i sur.,
2010). Najvece ograni¢enje ERT-a je niska stopa unosa enzima u skeletnim misi¢ima i BBB koja
onemogucava unos enzima u mozdane stanice. Ideja genske terapije koja bi izbjegla visoke doze
enzima koriStene u ERT-u je selektivno ciljanje organa koji bi proizvodili i lucili terapijske
proteine u krvotok. Visokovaskularizirani organi, poput jetre ili pluca, glavni su kandidati za

ovakav genski prijenos (Massaro i sur., 2021).

Puzzo i sur. (2017) istaknuli su da je glavni izazov za gensku terapiju GAA to §to veéina proteina
zavrSava u lizosomima ciljanog organa i nije izlucena. Stoga su konstruirali GAA Kkoji umjesto
svog prirodnog sekrecijskog signalnog peptida ima ljudski a-1 antritripsin sekrecijski signalni

peptid. Protein a-1 antritripsin ima vecu stopu sekrecije od divljeg tipa GAA, ovdje koristenog kao
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kontrole, pa se ocekivala veca koncentracija ovog rekombinantnog proteina u krvi nakon
transdukcije jetre. Konstruiran je vektor AAV8 s rekombinantnim proteinom GAA pod
promotorom specificnim za hepatocite. Ovaj vektor je pri niskoj dozi imao vecu koncentraciju
GAA u plazmi i veéu aktivnost u srcu, dijafragmi i skeletnim misi¢ima neko divlji tip GAA.
Sukladno tome 10 mjeseci nakon injekcije doslo je do > 50 % redukcije akumulacije glikogena u
svim skeletnim miSi¢ima i normalizacije histoloskog fenotipa. U tretiranoj i kontrolnoj skupini
zabiljeZena je smanjena akumulacija glikogena u zivéanom sustavu. lako GAA inace ne moze
prije¢i BBB, pri visokim koncentracijama lizosomskih enzima u krvi moguce je ,,curenje kroz
BBB (Ruzo i sur., 2012). Kako bi testirali imunogenost rekombinantnog enzima mjerena je
koncentracija imunoglobulina G specificnog za GAA u plazmi. MiSevi tretirani rekombinantnim
enzimom nisu razvili antitijela 1 mjesec nakon injekcije dok miSevi iz kontrolne skupine jesu.

Nakon prvog mjeseca nije primijecena povecana koncentracija antitijela niti u jednoj skupini.

Ovim radom predstavljeno je koriStenje jetre kao ,,tvornice® enzima za organske sustave s manjom
sposobno$¢u transdukcije. Takoder, konstruiran je vektor AAV s visokom terapijskom
ucinkovitoséu 1 pri niskim dozama, smanjenim imunosnim reakcijama specificnim za GAA i

ucinkovitom sekrecijom i apsorpcijom u velikom broju organa.

4.2.3 Mukopolisaharidoza tip 1

Mukopolisaharidoza tip I (MPS I od eng. mucopolysaccharidosis type I) je rijetki genetski
poremecaj uzrokovan mutacijama u genu koji kodira enzim alfa-L-iduronidazu (IDUA od eng.
alpha-l-iduronidase). Taj enzim ima klju¢nu ulogu u razgradnji glikozaminoglikana (GAG od eng.
glycosaminoglycan), posebno heparanskog sulfata i dermatanskog sulfata. Kada ovog enzima
nema ili ne funkcionira zbog mutacija, ti se GAG-ovi nakupljaju unutar stanica, posebno u
lizosomima, $to dovodi do razli¢itih simptoma. Bolest primarno zahvaca ziv¢ani sustav, kosti i

srce, a bez tretmana prosjecni Zivotni vijek je 12 godina.

Kako bi izbjegli insercijsku mutagenezu integrativnih vektora 1 problem razrjedenja
neintegriraju¢ih vektora Ou i sur. (2020) pristupili su lijeCenju mukopolisaharidoze tipa 1
metodom uredivanja gena. Upotreba CRISPR-a u podrucju lizosomskih bolesti bazira se na

umetanju terapijske sekvencije cDNA na razli¢ita mjesta unutar genoma, poput albuminskog

20



lokusa koji djeluje kao sigurno mjesto ekspresije. U istrazivanju su koriStena dva vektora AAV,
prvi vektor AAV nosi sekvencu koja kodira protein Cas9 i gRNA za albuminski lokus, drugi AAV
nosi sekvencu za inserciju, gen IDUA. Ovdje je jetra takoder koristena kao ,,tvornica“ enzima pa
je koristen serotip AAV koji primarno inficira hepatocite. Takoder, protein Cas9 unesen u stanice
bio je pod kontrolom promotora specificnog za jetru, al-antitripsin promotora. Osim u jetri, gdje
je oc¢ekivano, utvrdena je prisutnost vektora AAV u mozgu i u srcu, ali je, vjerojatno zbog
promotora specificnog za jetru, insert gena IDUA i MRNA Cas9 moguce detektirati samo u jetri.
To potvrduje da je enzim IDUA produkt hepatocita iako su i druge stanice bile inficirane vektorom
AAV. Grupa koja je primila oba vektora AAV imala je visoku koncentraciju IDUA u plazmi kroz
cijelo trajanje istrazivanja. Shodno tome aktivnost IDUA bila je visoka, a koncentracija njenih
supstrata, glikozaminoglikana, niska u svim testiranim tkivima. Ovaj rad jo$ jednom potvrduje da
visoka koncentracija endogeno proizvedenih enzima u plazmi omogucava njihov prijelaz preko
BBB. Znacajna prednost pristupa sustavom CRISPR-Cas9 u usporedbi s trenutno dostupnim ERT-
om je niska doza potrebna za postizanje terapijskog efekta. Tjedna doza ERT-a iznosi 43.5 mg
enzima, dok jetra proizvodi 105 g albumina tjedno. Stoga je dovoljno da se IDUA pod
albuminskim promotorom proizvodi s efikasnos¢u od samo 0,05% u odnosu na albumin kao bi se
postigao jednaki terapijski efekt kao koristenjem metode ERT (Ou i sur., 2020). Jednokratna niska
doza vektora u usporedbi s tjednim administracijama ERT minimizira toksi¢nost, olakSava

proizvodnju terapije i smanjuje troskove.

Glavna prednost sustava CRISPR-Cas9-AAV u odnosu na tradicionalnu gensku terapiju AAV je
njezina sposobnost pruzanja potencijalne dozivotne terapije. S tradicionalnim vektorom AAV
najveci problem je razrjedivanja vektora $to se dogada diobama stanica pa ekspresija transgena
opada vremenom. Uzrok tome je neintegriraju¢a priroda vektora AAV, ali zbog njegove niske

imunogenosti i sposobnosti da transformira razne stanice CRISPR-Cas9-AAV predstavlja

obecavajuc smjer istrazivanja genske terapije (Calcedo i Wilson, 2013).
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4.3. Izazovi genske terapije u lijeCenju lizosomskih bolesti

Zajednicki problem svih virusnih vektora, integrirajucih ili neintegrirajucih je imunogenost.

Imunogenost virusnih vektora proizlazi iz sposobnosti organizma da prepozna viruse kao opasne
i strane Cestice te aktivira imunosni sustav kako bi ih uklonio. Glavna razlika virusnih vektora
od onih divljeg tipa je $to se ne mogu replicirati, stoga se ne mogu umnozavati u domacinu. No,
virusni vektori i dalje imaju neke komponente virusa koje imunosni sustav prepoznaje, poput
proteina kapside i dijelova nukleinskih kiselina. U imunosnom odgovoru sudjeluje urodeni
imunosni sustav koji prepoznaje karakteristi¢ne konformacije nukleinskih Kiselina, uzrokuje
upalnu reakciju i pokrece antivirusni imunitet te ste¢eni imunosni sustav koji prepoznaje proteine
kapside ili ovojnice i uzrokuje aktivaciju T- i B-limfocita i stvaranje memorije (Shirley i ostali,
2020).

Reakcija urodenog imunosnog sustava je upalna reakcija na mjestu djelovanja genske terapije,
ukljucujudi infiltraciju tog tkiva makrofagima i neutrofilima te proizvodnju interferona. Sve
zajedno signal je za aktivaciju steCenog imunosnog sustava, ali i Smanjenu transdukciju stanica
virusnim vektorom. Brown i sur. (2007) pokazali su da je transdukcija hepatocita lentivirusom u
miSeva efikasnija ukoliko je imunosna reakcija specificna za interferon IFNaf§ onemogucena.
Smanjena transdukcija kao posljedica imunosnog sustava domacina predstavlja prepreku u
lijeCenju jer stvara potrebu za administracijom visokih doza vektora $to negativno djeluje na

imunosni sustav i predstavlja problem u proizvodnji genske terapije.

Steceni imunosni sustav prvotno reagira na virusne vektore proizvodnjom neutralizirajuc¢ih
antitijela. Ona se proizvode ukoliko se organizam vec susreo s tom virusnom ¢esticom §to je
Cesti slucaj za vektore AAV koji se normalno pojavljuju u ljudskoj populaciji i spre¢avaju
transdukciju stanica. Prije administracije genske terapije AVV uobicajeno se radi test detekcije
neutralizirajucih antitijela za serotip virusa koji se koristi kako bi se utvrdilo da li je osoba
pogodan kandidat za terapiju (Shirley i ostali, 2020). Problem prethodno postojeéeg steGenog
imuniteta posebno je izrazen kod vektora AVV jer onemogucuje readministraciju terapije koja je

¢esto potrebna zbog dilucije ovog neintegriraju¢eg vektora u organizmu

Istrazivanje slozenih reakcija imunosnog sustava specifi¢nog za gensku terapiju otezano je jer se

ne moze istrazivati u uvjetima ex vivo, a istrazivanje na zivotinjskim modelima razlikuje se od
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rezultata klinickih istrazivanja na ljudima zbog razlike u kompleksnosti imunosnog sustava
(Shirley i sur., 2020). Dodatno, lizosomske bolesti su heterogene odnosno samo jedna bolest
ukljucuje skupinu raznih mutacija koje razlic¢ito djeluju na proteine djelomi¢nim i potpunim
inaktivacijama ili promjenama konformacije proteina. Razlike u mutacijama rezultiraju razli¢itim
odgovorom imunosnog sustava na gensku terapiju $to dodatno otezava predvidanje reakcije
pacijenta. Osim toga, lizosomske bolesti su rijetke bolesti §to otezava prikupljanje sudionika za

klini¢ka istrazivanja i njihovo financiranje zbog niskog trzisnog potencijala genske terapije.
5. Zakljucak

Genska terapija predstavlja novi pristup lijeCenju razli¢itih genetskih poremecaja, pruzajuci
mogucnost dugoro¢nog terapijskog efekta za bolesti bez terapija ili s neefikasnim terapijama.
Pojava genske terapije omogucila je napredak u lijeCenju lizosomskih bolesti. Prethodno
dostupne terapije nisu pruzale uc¢inkovit i dugoroc¢ni terapijski efekt zbog prepreka u dopremanju

u stanice 1 imunosnih reakcija, a najmanji u¢inak imaju na bolesnike s najteZim simptomima.

Pristup in vivo s vektorom AAYV predstavlja veliki doprinos u lije¢enju lizosomskih bolesti koje
zahvacaju ziv€ani sustav, posebno zbog izazova koje uzrokuje krvno-mozdana barijera. Do sada
je upravo krvno-mozdana barijera predstavljala znacajan problem u dostavljanju terapije do
ciljanih stanica unutar srediSnjeg ziv€anog sustava. Specifican na¢in prepoznavanja lizosomskih
proteina putem receptora manoza-6-fosfata omogucuje precizno ciljanje i unos genskog
materijala u stanice, ukljucujuéi i one koje nemaju integrirane vektore u genomu. Zbog toga je
moguce koristiti manje doze vektora, a da se pri tome postigne jednaka ucinkovitost terapije, Sto

dodatno poboljsava sigurnost i potencijal za dugoro¢nu primjenu ove metode.

Daljnja istrazivanja trebaju biti usmjerena prema istrazivanju reakcija imunosnog sustava
covjeka kako bi bolje razumjeli reakcije na gensku terapiju, te unaprijedili ucinkovitost
smanjenjem imunosne reakcije. Takoder genetskim inzinjerstvom potrebno je dizajnirati vektore
S preciznom insercijom transgena u genom, kako bi se smanjila insercijska mutageneza. Da bi
genska terapija mogla biti primjenjiva za razne bolesti, nuzno je dobro razumjeti mehanizme i
genetiku tih bolesti. Razumijevanje mehanizma moze nam pruziti u¢inkovite alate za lijeenje,
kao sto su otkri¢e signala manoza-6-fosfat i krizni popravak omogudili koristenje visoko

vaskulariziranih organa kao tvornica za proizvodnju terapija.
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Istrazivanje genske terapije na primjeru lizosomskih bolesti ima vise prednosti: pruza mogucénost
izljeCenja za pacijente koji trenutno nemaju adekvatne terapijske opcije, omogucava istrazivanje
principa genske terapije, ukljucujuéi razvoj i primjenu virusnih vektora za unos gena. Takoder
omogucuje istrazivanje i tretiranje bolesti koje dijele slicne mehanizme s lizosomskim bolestima,
kao $to je Parkinsonova bolest. Istrazivanja u ovom podru¢ju ne samo da otvaraju nove

mogucnosti za lijeCenje ve¢ i proSiruje naSe razumijevanje genetskih bolesti.
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