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1. Uvod

Globini su velika porodica proteina koji imaju slicnu primarnu i tercijarnu strukturu.
Tetramerni hemoglobin je zasluzan za transport kisika u krvi. Danas je poznato 500 genskih
varijanti hemoglobina koje se prirodno pojavljuju u ljudskoj populaciji (Nelson, Cox i
Lehninger, 2013). Izraz hemoglobinopatije obuhvaca sve poremecaje koji narusavaju funkciju
hemoglobinskih gena. Hemoglobinopatije su medu najces¢im nasljednim bolestima u svijetu
(Kohne 2011). Budu¢i da su mutacije koje uzrokuju hemoglobinopatije ve¢inom tockaste

mutacije, to ih ¢ini primarnim ciljem za gensku terapiju (Goodman i Malik 2016).

Genska terapija je relativno nova paradigma u medicini sa znatnim terapeutskim
potencijalom te je od prvog klinickog istrazivanja doZivjela znatan napredak. Koncept genske
terapije je vrlo jednostavan: funkcionalna kopija promijenjenog gena se unosi u stanicu kako
bi omogucéila funkciju koja nedostaje. To se moze posti¢i transferom gena in vivo gdje se
vektor koji nosi funkcionalnu kopiju gena direktno unese u tijelo. Transfer gena se moze
posti¢i i ex vivo, prijenosom u stanice koje su uzete iz pacijenta. Genetski modificirane stanice
se zatim transplantiraju nazad u pacijenta. No, uz insercijsku mutagenezu, imunoloski
odgovor na transplantat ¢ini glavnu prepereku u genskoj terapiji. (Ginn i sur. 2013, Herzog i
sur. 2013). Prva uspjeSna genska terapija kod ljudi primijenjena je 1990. godine kod dviju
djevojcica s teSkom kombiniranom imunodeficijencijom koristenjem retrovirusnog vektora
(Blaese i sur. 1995). Vecina klini¢kih ispitivanja je usmjerena na kardiovaskularne bolesti,
maligne bolesti i nasljedne monogenske bolesti u koje spadaju i hemoglobinopatije. Kod
tretiranja monogenskih bolesti genskom terapijom, funkcionalna kopija gena se unosi u
mati¢ne stanice koje se dijele. Naime, takve genetski modificirane mati¢ne stanice diobom
prenose funkcionalnu kopiju gena i na stanice kceri, Sto omogucava trajno ispravljanje

poremecaja (Ginn i sur. 2013).



2. Hemoglobinopatije

Hemoglobin je heterotetramer kojeg ¢ine dvije podjedinice iz a-globinske potporodice i
dvije podjedinice iz PB-globinske potporodice. Ekspresija razli¢itih podjedinica a- i [-
globinskih porodica je proces reguliran razvojem (Goodman i Malik 2016). Odrasli imaju dva
tipa hemoglobina: HbA i HbA. Kod fetusa je glavna hemoglobinska komponenta HbF. Svi
oblici sadrze a-globinski lanac, a kao drugu podjedinicu kod HbA nalazimo B-globinski lanac,
kod HDbA: &-globinski lanac,a kod HbF y-globinski lanac (Stamatoyannopoulos 1972).
Mutirani globinski proteini ili njihova smanjena ekspresija moze dovesti do oslabljene
opskrbe kisikom (Goodman i Malik 2016). Klini¢cke manifestacije bolesti su vrlo varijabilne,
od blage hipokromne anemije do ozbiljne anemije ovisne o cjelozivotnoj transfuziji. Dijele se

u dvije glavne grupe: strukturne varijante hemoglobina i talasemije (Kohne 2011).

2.1. Srpasta anemija

Srpasta anemija posljedica je tockaste mutacije u B-globinskom genu zbog koje dolazi do
transverzije adenina u timin, $to uzrokuje supstituciju glutaminske kiseline valinom na Sestom
mjestu B-globinskog lanca. Mutirani B-globinski lanac oznacava se sa [3°, a hemoglobin koji
sadrzi dva takva mutirana B-globin peptida naziva se HbS. Kod deoksigenacije HbS-a
globinske molekule se smataju i nizu jedna do druge u niti nalik krunicama, niti se slazu u
snopice, a snopi€i precipitiranog hemoglobina izobli¢e eritrocite u tvorbe koje na krvnom
razmazu slie srpu. IzobliCeni eritrociti zacepljuju krvne zile i izazivaju mikroinfarkte u
kostima Sake, stopala 1 u parenhimskim organima te mozgu (Goodman i1 Malik 2016,
Mardesi¢ 1 sur. 2003). Kao simptomi se javljaju jo§ i kroni¢na hemoliticka anemija i
aplasti¢ne krize s ozbiljnom anemijom. Pacijenti su takoder podlozni infekcijama. Lijecenje
kod srpaste anemije jest alogenska transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC, od
eng. hematopoietic stem cells), ali ona je moguca samo kod djece mlade od 16 godina i ako
postoji odgovaraju¢i donor. Kod veéine pacijenata se provodi simptomatski tretman koji
obuhvaca lijeCenje antibioticima, analgeticima, hidroksiureom, transfuzijskom terapijom uz

obaveznu helacijsku terapiju i dr. ( Kohne, 2011)



2.2. Talasemije

Talasemije obuhvacaju poremecaje u sintezi hemoglobina te spadaju u najcesce
monogenske poremecaje u svijetu. Dijele se na a- i B-talasemije. a-talasemije se javljaju kao
posljedica poremecene sinteze a-globinskog lanca koja je rezultat delecija ili rjede mutacija
dva ili viSe od moguc¢ih Cetiri a-globinskih gena. Delecije mogu biti parcijalne (a*) ili potpune
(a%). Gubitak a-globinskih lanaca dovodi do redukcije predominantnog hemoglobina A
(Goodman i Malik 2016, Kohne 2011). Ovisno o broju gena pogodenih gubitkom funkcije
postoje Cetiri klini¢ke slike a-talasemije: a-talasemija minima (heterozigotna o talasemija),
o-talasemija minor (heterozigotna a’-talasemija ili homozigotna a*- talasemija, HbH-bolest
(slozeni heterozigot o*/a° talasemija s tri inaktivna o-globinska gena) i hemoglobinski Bartov
fetalni hidrops kod kojeg je prisutna delecija u sva Cetiri a-globinska gena, $to je letalno i

zavrSava kao hidrops fetusa (Kohne 2011, Mardesi¢ i sur. 2003).

B-talasemije su posljedica poremecene sinteze -globinskih lanaca koje su najcesce rezultat
tockastih mutacija u B-globinskom genu. Postoji tisuce razli¢itih mutacija koje utje¢u na
razli¢ite procese i razine u sintezi [-globina kao §to su transkripcija, translacija, mRNA
procesiranje i stabilnost RNA. Mutacije mogu rezultirati djelomi¢nim (B*) ili potpunim
nedostatkom (B°) stvaranja B-globinskih lanaca. Niski sadrzaj p-globina dovodi do suviska o-
globinskih lanaca koji precipitiraju u eritroidnim prekursorima. a-globinski agregati ostecuju
membrane eritroidnih prekursora i uzrokuju njihovu ranu smrt, stoga je eritropoeza
neefektivna (Goodman i Malik 2016, Kohne 2011). Prvi znakovi B-talasemije se javljaju 6-12
mjeseci nakon rodenja kada se fetalni hemoglobin (HbF) zamjenjuje s adultnim
hemoglobinom (HbA). Naime, kod fetalnog hemoglobina predominantni eksprimiran globin
je y-globin iz B-globinske obitelji. Postoje tri razli¢ite klini¢ke slike P-talasemije, a to su:
talasemija minor (heterozigotna f-talasemija), talasemija intermedia (blaga homozigotna ili
kombinirana heterozigotna [-talasemija) i talasemija major (ozbiljna kombinirana
heterozigotna ili homozigotna B-talasemija). Talasemija major je dugorocno anemija ovisna o
transfuziji koja se lije¢i primjenom eritrocitnih koncentrata te heliraju¢ih spojeva koji vezu
zeljezo u topljive komplekse, Sto se izlucuje mokracom. Kao i kod srpaste anemije, lijeCenje
B-talasemije major jest alogenska transplantacija HSC-a ako postoji odgovaraju¢i donor
(Goodman i Malik 2016, Kohne 2011, Mardesi¢ i sur. 2003).



3. Genska terapija kod hemoglobinopatija

Genska se terapija hemoglobinopatija podrobno istrazuje. Genetski modificirane
transplantirane HSC mogu prenositi modificirani genom na stanice kceri ukljucujuéi i
prekursore eritrocita. Takoder, ve¢ina mutacija koje uzrokuju hemoglobinopatije su tockaste
mutacije koje dopustaju efikasniju korekciju gena. Postoje dva generalna pristupa za
osiguravanje normalne B-globinske funkcije genskom terapijom: korekcija DNA aberacija u
B-globinskom genu homolognom rekombinacijom ili ugradnja normalnog B-globinskog gena
u genom. lako korekcija gena pokazuje veliku prednost radi odrzavanja -globinskog gena u
nativnom kromosomskom okruzenju, ugradnja gena je preferiran pristup, zato S$to je

frekvencija homologne rekombinacije preniska (Bank 2010, Goodman i Malik 2016).

Tradicionalna genska terapija u klinickim istrazivanjima se provodi ugradnjom dodatnih
globinskih gena putem lentivirusnog vektora koji se integrira u genom stanice domacina.
Stanice domacina u ovom sluéaju su HSC uzete iz periferne krvi, krvi pupcane vrpce ili
kostane srzi pacijenta koje se nakon izlaganja terapiji transplantiraju nazad u pacijenta gdje
mogu proliferirati (Slika 1.). Buduca klinicka ispitivanja bi kao domacinske stanice mogla
koristiti inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (Goodman i Malik 2016). Ono §to je gensku
terapiju za B-hemoglobinopatije ucinilo ostvarivom jest identifikacija kriti¢nih regulacijskih
elemenata koji su potrebni za visoku ekspresiju f-globinskog transgena. Regulacijski elementi
se nalaze 40 do 60 kb uzvodno od B-globinskog gena u lokusu kontrolne regije (LCR, od eng.
locus control region), a predstavljaju eritroidne specificne pojacivace koji su potrebni za
visoke razine ekspresije B-globinskih gena. LCR se sastoji od 5 hipersenzitivnih mjesta za
DNAzu | (HS1 — HS5) koji ¢ine ovu regiju iznimno osjetljivom na razgradnju DNAzom 1.
(Candrakasan i Malik 2014, Li i sur. 2002).

Nove pristupe genskoj terapiji otvorila je identifikacija kriti€nih elemenata ukljucenih u
represiju y-globina koji se mogu iskoristiti u genskoj terapiji s ciljem povecanja razine HbF-a.
Naime, povecane razine HbF-a znatno ublazavaju fenotip srpaste anemije i B-talasemije. U
fetalnom zivotu dominantno eksprimiran gen u -globinskom lokusu jest y-globinski gen dok
je ekspresija B-globinskog gena suprimirana. Nakon rodenja, ekspresija y-globina pada do
neznatne razine, a ekspresija B-globina se naglo povecéava, §to dovodi do smanjenja razine

HbF-a i povecanja razine HbA. Ove tempirane promjene u ekspresiji gena odvijaju se unutar
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klastera nalik B—lancu na kromosomu 11 koji ima pet funkcionalnih gena (g, Gy, Ay, 0, B), a
regulirane su s viSe transkripcijskih faktora kao Sto su GATAI, BCL11A, KLF1, MYB,
SOX6 i modifikacijama s histonskim deacetilazama 1 i 2 (Chandrakasan i Malik, 2014).

Protokol genske terapije

e
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Slika 1. Ljudska lentiglobinska genska terapija. Stanice kostane srzi su uklonjene i progis¢ene gradijentom

Ficoll i izlaganjem anti-CD34 antitijelima. CD34+ su inkubirane s faktorima rasta, uklju¢ujuéi interleukin 3,
trombopoetin, ligand F1t3i faktor mati¢nih stanica, na 24 h do 48 h. Zatim su izlozene Lentiglobinu, virusu koji
sadrzi ljudski B-globinski gen tijekom 24 h. Dok su stanice procesirane, koStana srz pacijenta je izloZena ablaciji
kemoterapijom. Genski modificirane stanice su zatim intravenoznom transfuzijom unesene u pacijenta

(Prilagodeno na temelju Bank 2010).

3.1. Ugradnja globinskih gena

Ugradnja globinskih gena zahtjeva integraciju u genom stanice domacina. Preduvijeti

potrebni za uspjeSnost ove vrste terapije zahtijevaju visoko efikasni transfer gena, visoku
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razinu primanja presatka, visoku ekspresiju B/y-globinskih gena, konzistentnu ekspresiju
neovisnu o poziciji i mjestu integracije, sigurnu ekspresiju s malo ili bez rizika za insercijsku
mutagenezu/onkogenezu te ekspresiju B-globinskog gena specificnu za razvojni stadij i
eritroidnu liniju. (Chandrakasan i Malik 2014, Goodman i Malik 2016). Vektori koji se
trenutno Koriste u klini¢kim ispitivanjima su retrovirusni (RV, od eng. retrovirus), lentivirusni
(LV, od eng. lentivirus) i pjenasti virusni vektori (FV, od eng. foamy virus) ¢ija je usporedba
prikazana u tablici 1. Ovi virusni vektori su bioinzenjeringom dizajnirane virusne cestice u
kojima su genski elementi potrebni za patogenost i replikaciju uklonjeni i zamijenjeni
transgenom od interesa. Virusi koji se mogu replicirati nisu pozeljni za ljudsku gensku
terapiju zato $to ubijaju stanice od interesa te se integriraju u viSe mjesta u domaéinskom
kromosomu, §to moze aktivirati stani¢nu onkogenezu. Zbog toga se koriste dijelovi virusa
tako da su virusi onesposobljeni generirati potpune virusne kopije samih sebe dok nose gen od
interesa u stanicu i integriraju se u kromosomsku DNA. Takvi virusi koji se ne mogu
replicirati nazivaju se pseudovirusi. Defektni virusi se stvaraju u stanicama za pakiranje gdje
su geni koji proizvode potrebne virusne proteine (gag, pol, env i gen za integrazu) dodani u
stanice tkivne kulture na odvojenim plazmidima. Produkcija virusnih proteina u stanicama za
pakiranje dovodi do formacije praznih virusnih Cestica bez DNA ili RNA materijala. Ciljana
DNA se dodaje u takve stanice za pakiranje i nastaju producirajuce stanice, a nukleotidne
sekvencije dodane DNA su jedine koje se integriraju u domacinski kromosom. Ovakvi
defektni virusi ne mogu se reproducirati nakon Sto ugrade genski materijal u kromosom jer se
komponente potrebne za produkciju intaktnog virusa nalaze na odvojenim plazmidima (Bank
2010, Chandrakasan i Malik 2014).

Prvi vektori koriSteni u genskoj terapiji kod hemoglobinopatija su retrovirusni vektori.
Imaju intaktna virusna duga terminalna ponavljanja (LTR, od eng. long terminal repeats) i
posjeduju visoku razinu transgene ekspresije, ali imaju odredena ograni¢enja. Retrovirusni
vektori ne mogu inficirati HSC koje se ne dijele, ¢esto uzrokuju hematopoetske maligne
bolesti zbog neprecizne ugradnje blizu stani¢nih protoonkogena i ne mogu nositi veliku
koli¢inu genskoga materijala. Iako su mnogobrojne modifikacije napravljene u gama-
retrovirusnim vektorima, §to je rezultiralo poboljSanom genskom ekspresijom, pravi napredak
u genskoj terapiji se dogodio koristenjem lentivirusnih vektora. Lentivirusni vektori pokazuju
nekoliko prednosti naspram dotad koriStenih retrovirusa. Imaju sposobnost da udu u intaktnu
jezgru i integriraju se u stanicu koja se ne dijeli, $to je za HSC pogodnije s obzirom na to da
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su dugoro¢ne HSC ¢es¢e u mirovanju. Pokazuju visoku efikasnost transdukcije i mogu nositi
vece 1 kompleksnije transgene kazete s intronima i regulacijskim elementima, §to je potrebno
za visoku razinu ekspresije globinskih gena. Takoder, imaju sigurniji integracijski profil jer se
najces¢e ugraduju unutar introna stani¢nog gena izbjegavajuci regulacijske elemente blizu
mjesta pocCetka transkripcije, $to rezultira nizom genotoksi¢nosti 1 smanjenjem ucestalosti
insercijske onkogeneze. Sigurnost je povecana i dizajniranjem samoinaktiviraju¢ih (SIN, od
eng. self-inactivating) vektora. SIN-lentivirusni vektori imaju deleciju u virusnom
promotoru/poja¢ivacu u regiji U3 LTR-a na 3'-kraju. Ta delecija se prilikom transkripcije
kopira u 5'-LTR i smanjuje transaktivaciju susjednih promotora, $to ¢ini vektor sigurnijim za
koristenje u terapijske svrhe (Chandrakasan i Malik 2014, Goodman i Malik 2016).

Sto se ti¢e samog transgena koji se dostavlja vektorom u stanice, on uvodi ili dodatnu
kopiju endogenog globinskog gena ili globinskog gena dizajniranog tako da ublazava efekte
bolesti. Tako dizajnirani transgeni Cesto koriste prirodne polimorfizme koji su pokazali da
reduciraju simptome srpaste anemije ili talasemije. Primjeri takvih polimorfizama su oni koji
umanjuju normalno razvojno prebacivanje s ekspresije y-globina na ekspresiju -globina
(Goodman i Malik 2016). Buduéi da su za visoku ekspresiju p-globinskog gena klju¢ni
regulacijski elementi koji se nalaze u LCR-u, transgeni osim globinskog gena sadrze i
elemente HS2, HS3 i HS4 kako bi se transgena kazeta smjestila u retrovirusni odnosno
lentivirusni vektor. Osim o regulacijskim elementima velika varijacija u ekspresiji gena ovisi i
o mjestu integracije tj. pozicijskom efektu kromatina. To je dovelo do otkri¢a izolacijskih
elemenata kromatina kao $to su hipersenzitivna mjesta 4 kokosi (cHS4). Izolatori su grani¢ni
elementi smjeSteni bocno do genskog klastera od interesa, oni Stite transgen od utiSavanja,
rezultiraju ekspresijom neovisnoj o poziciji 1 imaju aktivnost koja blokira pojacivace

(Chandrakasan i Malik 2014).

Tablica 1. Usporedba virusnih vektora koji se koriste u genskoj terapiji kod hemoglobinopatija (Chandrakasan
i Malik 2014).

Svojstva virusnih vektora koji se koriste u genskoj tarapiji kod hemoglobinopatija

Retorvirusni gama- Lentivirusni vektori Pjenasti virusni

vektori vektori




Porodica

Retroviridae

Retrovridae

Retroviridae

Virusni genom

RNA

RNA

RNA—pp» cDNA

Patogenost Dobiven iz patogenog Dobiven iz patogenog virusa  Dobiven iz nepatogenog
miSjeg virusa leukemije HIV pjenastog virusa
Potreba za diobom Da Ne Da
stanice
Ogranicenje Do 5 Kb, nestabilan s Do 7 Kb Do 9 Kb, velike transgene
pakiranja velikim transgenim kazete
kazetama
Efikasnost Velika u stanicama koje se Velika u stanicama koje se Efikasan ulazak u stanice
transdukcije dijele dijele i ne dijele koje se dijele i ne dijele, no

integracija se odvija u
stanicama koje se dijele

Mjesto integracije

Preferentno blizu
transkripcijskog mjesta
(60% - 70%)

Preferentno unutar
transkribiraju¢ih gena (60%
- 70%)

Preferira se integracija u
negenske regije u priblizno
60% slucajeva. No, kod
integracija koje se dogadaju
u regijama bogatim genima
preferira se ugradnja blizu
transkripcijskog mjesta.

Sigurnost u klinickim

ispitivanjima

Pojava leukemije kod
pacijenata u klinickim
ispitivanjima genske terapije
kod X-vezane teske
kombinirane
imnudeficijencije i Wiskott-
Aldrichovog sindroma
Pojava mijelodisplazije s
monosomijom 7 kod
pacijenata u klini¢kim
ispitivanjima genske terapije
kod kroni¢ne

granulomatozne bolesti

Nema o¢itih malignih
pojava nakon 2-6 godina
Klonalna ekspanzija
HMGAZ2 (od eng. high
mobilty group AT-hook 2)
gena u jednom pacijentu s
talasemijom koja se kasnije

smanjila

Nema klini¢kih podataka

Eksperimentalni
podaci o

genotoksicnosti

Visok rizik od insercijske

mutageneze

Sigurniji od RV. Visoka
sigurnost sa
samoinaktiviraju¢im
dizajnom i koristenjem
stani¢nih promotora i

pojacivaca

Sigurniji integracijski profil
od retrovirusnih i

lentivirusnih vektora.

Glavne prednosti

Najdulji podaci i iskustvo
kod ljudi

Sigurniji od RV

Stabilno moze nositi veci

Nepatogen, moze nositi

veliki teret i mozda je




SIN RV vektorski dizajn transgen sigurnijiod RV i LV

moze umanjiti sigurnosne Efikasno transducira HSC
brige koje se ne dijele

Glavni nedostaci Klini¢ki znacajan rizik od Mozda inducira Jo§ se ne koristi u klini¢kim
insercijske onkogeneze disregulaciju/prekid istraZivanjima kod ljudi
Nizak kapacitet stani¢nih gena iako u niskim

Ne transducira stanice koje frekvencijama
se ne dijele

3.2. Klinicka istrazivanja

Prva uspje$na genska terapija provedena je za BE/B°-talasemiju u Lipnju 2007. godine.
Polovica pacijenata koja boluje od ovog tipa talasemije su ovisni o transfuziji. Ista grupa je u
Lipnju 2015. godine provela uspjesnu gensku terapiju za jednog pacijenta s ozbiljnom
srpastom anemijom i tri pacijenta s B-talasemija major koristeci isti B-globin eksprimirajuci
vektor, Lentiglobin BB305 (Cavazzana i sur. 2015, Cavazzana-Calvo i sur. 2010). Lentiglobin
BB305 je koriSten i u klinickom istrazivanju u kojem je provedena prva uspjeSna genska
terapija na pacijentu koji boluje od srpaste anemije (B%p° genotip). Lentiglobin BB305 je SIN
vektor s dvije kopije cHS4 izolatora od 250 pb ugradenih u U3 regiju, sadrzi promotore i
kriticne elemente LCR ljudskog B-globinskog gena. Kodira za mutirani adultni B-globin tako
da je mutirana jedna aminokiselina u poziciji 87 B-globinske sekvence. Hbp87 se ponasa kao
fetalni Hb i interferira s polimerizacijom srpastog Hb-a, a funkcionira normalno kao i HbA i u
ekspresiji i u kapacitetu da prenosi kisik. Takoder, B-globin s opisanim svojstvima se lako
moze razlikovati od normalnog adultnog hemoglobina uz pomo¢ HPLC (od eng. high
performance liquid chromatography) analize kod pacijenata koji primaju transfuziju eritrocita
i kod pacijenata s p*-talasemijom. Kapacitet razlikovanja egzogenih od endogenih globinskih
lanaca je bitan za evaluaciju efikasnosti ugradnje gena (Bank 2010, Cavazzana i sur. 2015,
Cavazzana-Calvo i sur. 2010, Ribeil i sur. 2017).

Pacijent s B5/p°-talasemijom koji je gensku terapiju primio u lipnju 2007 godine i koji je do
tada svaki mjesec morao primati transfuziju, 21 mjesec nakon primljene terapije postaje

neovisan o transfuziji s krvnim Hb odrzanim izmedu 9 1 10 g/dL od ¢ega jedna trecina sadrzi
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vektorom kodiran B-globin. Analizom insercijskih mjesta (IS, od eng. integration sites)
vektora pokazano je da veéina terapijskog doprinosa potjeCe od dominantnog mijeloid
pristranog klona u kojem je integrirani vektor uzrokovao transkripcijsku aktivaciju HMGA?2
gena u eritroidnim stanicama s daljnjom poveé¢anom ekspresijom necjelovite HMGA2 mRNA
neosjetljive na razgradnju od strane let-7 miRNA. HMGAZ2 gen kodira za protein koji pripada
nehistonskoj kromosomskoj HMG (od eng. high mobility group) porodici proteina i sadrzi
DNA vezujuée domene, stoga djeluje kao transkripcijski faktor. Znacajno odstupanje od
poliklonalne distribucije izlozene HMGAZ2 IS klonu je ili posljedica stohastickog dogadaja
zbog niskog inicijalnog broja transduciranih HSC-a ili zbog diferencijalne produkcije mijeloid
pristrane hematopoeze okinute od strane disregulirane ekspresije HMGAZ2 u uzvodnim
progenitorima. Prisutnost HMGA?2 insercijskih mjesta u slicnim proporcijama medu
eritroblastima, granulocitnim monocitima i LTC-1Cs podskupovima dovodi do prijedloga da
je hematopoeza koja dolazi od transdukcijskog klona inicijalne stanice kod ovog pacijenta
mijeloid pristrana. (Cavazzana-Calvo i sur. 2010, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8091 ).
Sto se ti¢e genske terapije primijenjene na 4 druga pacijenta od strane iste grupe u lipnju
2015. godine, pacijent s ozbiljnom srpastom anemijom 9 mjeseci nakon terapije sadrzavao je
51.5% Hb-a koji nisu srpastog oblika od ¢ega 48% sadrzi vektorom kodirani B-globin. Dva
pacijenta s PE/pO-talasemijom pokazuju konzistentnu ekspresiju PA-T87Q globina i nisu
ovisni o transfuziji ni 15 mjeseci nakon terapije. B%/p° pacijent imao je samo jednu naknadnu
infuziju lijekom jedan mjesec nakon terapije. Ni kod jednog od pacijenata nije bilo Stetnih
dogadaja povezanih s transduciranim mati¢nim stanicama (Cavazzana i sur. 2015). U
klinickom istraZzivanju u kojem je pacijent sa srpastom anemijom tretiran genskom terapijom
u listopadu 2014. godine pokazalo se da je 15 mjeseci nakon tretmana razina terapeutskog 3-
globina ostala visoka te nije bilo Stetnih dogadaja povezanih s transduciranim mati¢nim
stanicama kao ni klinickih dogadaja 1 hospitalizacije povezane s boles¢u (Ribeil i sur. 2017.).
U posljednja dva istrazivanja analize insercijskih mjesta vektora pokazali su konzistentni
poliklonalni profil bez detekcije dominantnog klona (Cavazzana i sur. 2015, Ribeil i sur.
2017).
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3.3. Uredivanje globinskih gena i globinskih regulacijskih elemenata

Kada govorimo u uredivanju gena, ono se¢ oslanja na prijelaznu intervenciju ex vivo i ne
rezultira trajnom insercijom strane DNA u genom. Uglavnom se temelji na korekciji f-
globinskog gena ili uredivanju B-globinskih regulacijskih elemenata s ciljem ublazavanja
fenotipa bolesti. Korekcija specificna za mjesto mutiranih [-globinskih gena zahtjeva
prijelaznu dostavu nukleaza i kalupa za popravak kako bi se postigla korekcija. Kako raste
razumijevanje mehanizama razvojne regulacije globinskih gena, tako dolazi do razvoja

alternativnih strategija koje ukljucuju prekid gena radije nego popravak (Hoban i sur. 2016).

Putem dizajnerskih nukleaza moguce je razviti precizne genomske modifikacije koje
ovisno o sustavu koji ih dostavlja mogu izbjeéi nespecificnu integraciju i znacajno reducirati
insercijsku onkogenezu. One nose odredene rizike kao Sto su moguéa DNA oStecenja u
nekom drugom dijelu genoma tzv. off-target oStecenja. Danas se koriste tri dizajnerske
nukleaze: ZFN (od eng. Zinc Finger nucleases), TALEN (od eng. transcription activator—like
effector nucleases) i CRISPR/Cas (od eng. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR associated protein) sustav (Slika 2.). ZFN su od strane korisnika definirane
domene cinkovih prstiju za prepoznavanje specificne DNA sekvence i nespecificne Fokl
kataliticke domene za cijepanje DNA. Dvije ZFN se vezu za suprotne lance ciljane DNA
sekvence, Sto dovodi do dimerizacije Fokl nukleaze 1 aktivacije nukleazne aktivnosti. TALEN
su viSebrojne domene koje vezu DNA organizirane u tandemska ponavljanja koja su vezana
za Fokl kataliticku domenu. Potrebno je dizajnirati dva takva tandemska ponavljanja domena
koje vezu DNA koja Ce se vezati za suprotne lance DNA i dopustiti FokI dimerizaciju. Svaka
domena za vezanje sadrzi dvije definirane aminokiseline koje su sposobne prepoznati
specifican par baza. CRISPR-cas sustav sastoji se od vode¢e RNA (od eng. guide RNA) i
proteina Cas koji zajedno stvaraju ribonukleoproteinski kompleks koji usmjerava protein na
ciljanu lokaciju u genomu. Sve tri dizajnerske nukleaze uvode dvolanane lomove na
preciznim lokacijama u genomu koji se zatim popravljaju ili nehomolognim spajanjem
krajeva (NHEJ, od eng. nonhomologus end joining ) ili homolognom rekombinacijom (HR,
od eng. homologus recombination) ako se osigura kalup za popravak. NHEJ je mehanizam
popravka koji je sklon pogreskama i najcesce uvodi delecije ili insercije koje, ako se dogode
unutar kodiraju¢e sekvence, uzrokuju mutacije pomaka okvira Citanja koje dovode do sinteze

necjelovitog proteina ili degradacije mRNA (Goodman i Malik 2016).
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Slika 2. Usporedba ZFN, TALEN, i CRISPR/Cas sustava. (Yin i sur. 2014)

Frekvencija genske korekcije koriste¢i HSC je preniska da bi bila klini¢ki korisna. HSC su
limitirane u broju 1 ne mogu se uzgojiti u velikim koli¢inama u kulturi, zato Sto radije
diferenciraju u zrelije oblike krvnih stanica nego sto se dijele simetri¢cnom diobom. Takoder,
genska korekcija je rijedak dogadaj i treba se analizirati i izolirati velik broj individualnih
stanica kako bi se dobio dovoljan broj stanica s ispravljenim genom. Za rjeSavanje ovog
problema vazno je otkri¢e da se ljudske kao i misje embrijske mati¢ne stanice mogu izolirati
iz koznih stanica. Ugradnja i ekspresija Cetiri razli¢ita gena (KIf4, Oct4, Sox2, c-Myc) je
dovoljna kako bi diferencirane koZne stanice dobile potrebne karakteristike embrijskih
mati¢nih stanica. Takve stanice se zovu inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC, od
eng. induced pluripotent stem cells). Pokazano je da se misje iPSC dobivene iz koznih stanica
mogu koristiti kako bi izlijecile mi§ji model za ljudsku srpastu anemiju. KoZne stanice su
konvertirane u iPSC ugradnjom 4 gore navedena gena, a zatim je u njih elektroporacijom
ubacena kratka sekvenca DNA B-globinskog gena koja sadrzi sekvence potrebne za korekciju

mutacije putem HR. Stanice su zatim uzgojene u velikim koli¢inama. Rijetke iPSC u kojima
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je doslo do ispravljanja mutacije su izolirane 1 uzgojene u vec¢im koli¢inama te su na kraju
uzgajane na OP-9 stromalnoj stani¢noj liniji iz koStane srzi i tretirane s faktorima rasta i
mijeloidnim citokinima kako bi postale HSC. Takve HSC su transplantirane nazad u misa kod
kojeg su dovele do izlijeCenja srpaste anemije. Postoje odredene prepreke koje se moraju
prijeci kako bi se ljudske iPSC mogle koristiti u terapijske svrhe. Naime, potrebno je pronaci
natin kako bi se zaobislo koriStenje Stetnih onkogena (kao S§to je c-Myc) kao dio
transkripcijskih faktora potrebnih za pretvaranje koznih stanica u iPSC, izbjec¢i upotrebu
retrovirusnih vektora kao mehanizma dostave gena koji nose rizik od insercijske mutageneze i
razviti pouzdane protokole za diferencijaciju ljudskih iPSC. Ovakav pristup ipak donosi
veliku prednost jer nudi moguénost pretrazivanja i odabiranja idealnog klona sa sigurnom
integracijom i visokim transgenim ekspresijskim profilom te nema imunoloskih barijera jer su
koZne stanice uzete iz samog pacijenta (Bank 2010, Hanna i sur. 2007). Osim $to je tesko
uzgojiti HSC u kulturi, razlog zaSto se korekcija P-globinskog gena ne Kkoristi jo§ u
terapeutske svrhe je 1 niska frekvencija pozeljnih HR dogadaja koja je takoder posljedica toga
sto su HSC stanice koje se rijetko dijele. Mehanizam popravka HR-om je ograni¢en na S- i
G2-fazu stani¢nog ciklusa i stoga HSC kao uglavnom mirujuce stanice radije koriste NHEJ

put popravka u sluc¢aju dvolancanih lomova (Hoban i sur. 2016).

Trenutne studije su ogranicene na primjenu tehnika uredivanja gena u miSevima 1 u
ljudskim stanicama u kulturi. Tako su u jednoj studiji uspjeli uz pomo¢ ZFN efikasno uvesti
dvolan¢ane lomove u B-globinskom lokusu s minimalnim mutacijama van ciljanog mjesta u
genomu te uz dostavljanje homolognog donorskog kalupa posti¢i visoku razinu genske
modifikacije u CD34+ HSC i progenitorskim stanicama. Tako modificirane CD34+ stanice su
pokazale sposobnost da diferenciraju u eritroidne, mijeloidne i limfoidne stani¢ne tipove in
vitro i in vivo kada su bile presadene u imunodeficijentnog misa. Takoder, postignuta je i
ciljana genska korekcija mutacije u CD34+ stanicama izoliranih iz koStane srZi pacijenta sa
srpastom anemijom koja je dovela do produkcije divljeg tipa hemoglobina (HbA) (Hoban i
sur. 2015). U drugoj su studiji, usporedbom ZFN, TALEN i CRISPPR/Cas sustava i njihove
sposobnosti da modificiraju B-globinski lokus, pokazali da je CRISPR/Cas sustav
najefikasniji (Goodman i Malik 2016, Huang i sur. 2015).

Budu¢i da je jedan od pristupa umanjivanje fenotipa B-globinskih mutacija povecanjem

produkcije HbF-a, koriste se mehanizmi kojima je regulirana transkripcija f-globinskih gena
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(Goodman 1 Malik 2016). Pritom je od velike vaznosti otkri¢e transkripcijskog faktora
BCL11A. BCL11A je primarno eksprimiran u hematopoetskim stanicama odraslih gdje
formira remodelirajuc¢i kompleks kromatina koji suprimira ekspresiju y-globina (Bank 2010).
Utisavanje BCL11A je jedan od nacina na koji se pokuSava povecati ekspresija HbF-a. U
jednoj studiji to je postignuto pomocu RNA-interferencije putem kratke RNA ukosnice
(ShRNA, od eng. short hairpin RNA). Koristen je lentivirusni vektor koji sadrzi shRNA
ugradenu u miRNA (od eng. micro RNA) okosnicu koja je pod kontrolom promotora RNA
polimeraze II. Koriste¢i takvu ShRNA™R (od eng. miRNA adapted shRNA) razine HbF-a su se
povecale i vise od 50% u odnosu na ukupni Hb u primarnim eritroidnim stanicama dobivenim
iz transduciranih CD34+ HSC i progenitorskih stanica (Guda i sur. 2015). No, BCL11A ima
vaznu ulogu U razvoju B-stanica i dendritickih stanica, stoga bi njegovo potpuno
onemogucivanje funkcije moglo smetati produkciji imunosnih stanica. Intronski eritroidni
pojaciva¢ specifi¢an za BCL11A je potreban za eritroidnu ekspresiju BCL11A 1 utiSavanje
fetalnog globinskog gena. Pokazalo se da delecija ovog pojacivaca pomocu CRISPR/Cas9
sustava u primarnim eritrodinim prekursorima rezultira znatnom HbF indukcijom. Genske
varijacije koje se prirodno dogadaju kod tog pojacivaca se toleriraju i povezane su s razli¢itim
razinama HbF-a kao i s ozbiljnos¢u B-hemoglobinskih poremecaja te se smatra kako bi se
prekidom pojacivaca mogli ublaziti nedostaci potpunog gubitka BCL11A (Canver i sur. 2015,
Hoban i sur. 2016). Jedan od pristupa u poveéanju razine fetalnog hemoglobina jest i
stvaranje sintetskih transkripcijskih faktora. U jednoj studiji su inducirali petlju LCR-
promotora povezujuéi samopovezujucu (SA, od eng. self-association) domenu Ldbl s f-
globinskim promotorom pomoc¢u umjetnih cinkovih prstiju. Usmjeravanjem domene SA Ldbl
ka razvojno utiSanim embrijskim globinskim genima u mis§jim eritroblastima potice se
transkripcijska reaktivacija koja ovisi 0 LCR. Usmjeravanje domene SA Ldbl ka fetalnom y-
globinskom promotoru u primarnim eritroblastima covjeka povecava kontakt izmedu y-
globinskog promotora i LCR-a, §to stimulira transkripciju y-globina s recipro¢nom
redukcijom u ekspresiji B-globina. Sinteza y-globina ¢ini 85% ukupne globinske sinteze
(odnosi se na ukupnu sintezu y-globina i -globina). Ovom studijom se pokazalo da petlja
kromatina ima esencijalnu ulogu u kontroli globinske promjene i tako je predloZena moguca

strategija za lijeCenje hemoglobinopatija (Deng i sur. 2014, Hoban i sur. 2016).
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4. Zakljucak

Ugradnja globinskih gena putem virusnih vektora pokazala se kao uspjeSan pristup u
izlje¢enju srpaste anemije i talasemije. Kod pacijenata s BE/B°-talasemijom, B-talasemijom
major i srpastom anemijom ovaj tip genske terapije pokazao se uspjesnim, ali potreban je dulji
vremenski period kako bi se utvrdilo da li je terapija zaista rezultirala dugoro¢nim izlje¢enjem
i da li je dovela do nuspojava. lako uredivanje globinskih gena i globinskih regulacijskih
elemenata jos nije primijenjeno na ljudima, rezultati velikog broja istrazivanja pokazaju da bi
se u buduc¢nosti ovaj tip genske terapije mogao koristiti u lijeCenju. Naime, 1 kod jednog 1 kod
drugog pristupa postoji jos puno prepreka koje se moraju prije¢i i koje zahtijevaju puno
istrazivanja. Za razliku od alogenske transplantacije HSC-a koja je jedini nacin izljeCenja
srpaste anemije i talasemija, genska terapija ne zahtijeva postojanje odgovarajuceg donora,
stoga bi se njezinim razvitkom omogucilo dugoro¢no izljecenje veéem broju oboljelih za koje
zasada postoje samo tretmani koji ublazavaju simptome bolesti, ali ne predstavljaju

dugorocno rijeSenje.
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6. Sazetak

Hemoglobinopatije su jedne od naj¢es¢ih monogenskih nasljednih bolesti na svijetu. Dijele
se na talasemije i bolesti strukturnih varijanti hemoglobina. U genskoj terapiji kod
hemoglobinopatija razlikuju se dva osnovna pristupa: ugradnja globinskih gena i uredivanje
globinskih gena i globinskih regulacijskih elemenata. Klinicka istrazivanja na ljudima su
zasad ograniCena na pristup ugradnje globinskih gena koji je kod pacijenata s -talasemijom i
srpastom anemijom pokazao pozitivne rezultate. Primjena uredivanja globinskih gena i
globinskih regulacijskih elemenata je ograni¢ena na istrazivanja na misevima 1 ljudskim
stanicama u kulturi, ali rezultati pokazuju njihovu moguéu primjenu u lije¢enju. U ovom radu
dan je kratak pregled osnovnih tehnika koje se koriste u spomenutim pristupima kao i
rezultata studija i klini¢kih istrazivanja koja su dovela do njihovog napretka. Takoder,
izloZeni su nedostaci i prednosti oba pristupa te prepreke koje se moraju prije¢i da bi genska

terapija kao nacin lijeCenja hemoglobinopatija postala ostvariva.

7. Summary

Hemoglobinopathies are one of the most common inherited monogenic diseases in the
world. Two main groups of hemoglobinopathies are thalassemia syndromes and structural
hemoglobin variants. In gene therapy for the treatment of hemoglobinopathies there are two
main approaches: globin gene addition and gene editing of globin gene and globin regulatory
elements. For now, clinical trials on humans are limited on globin gene addition which
showed positive results in patients with B-thalassemia and sickle cell anemia. Use of gene
editing of globin gene and globin regulatory elements are limited on trials on murine models
and human cells in culture. However, results show their possible application in therapeutic
purposes. In this paper brief review of basic techniques that are used in both approaches is
given as well as description of studies and clinical trials that led to their progress. The main
advantages and disadvantages of both approaches and obstacles that must be overcome to
make gene therapy the way of treatment for hemoglobinopathies achievable option are also

discussed.
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