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Wybrane zagadnienia dotyczace problemoéw
leczenia hemofilii w swietle danych
przedstawionych w czasie konferenc;ji
Managing Haemophilia for Life — terapia genowa
Windsor, 16-18 listopada 2012 roku

Magdalena Letowska

Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii

W koncu lat dziewieédziesigtych ubiegtego
stulecia i na poczatku obecnego wieku opublikowano
pierwsze prace dotyczace terapii genowej hemofilii
A 1B umyszy i pséw z hemofilig. Do mie$ni szkie-
letowych tych zwierzat wprowadzano gen czynnika
IX, z rekombinowanym adenowirusem (rAAV) jako
nosnikiem genu 1 uzyskano korekte fenotypu hemo-
filowego. W 2000 roku Kay i1 wsp. z Uniwersytetu
Stanforda 1 Uniwersytetu Pensylwanii opublikowali
dane dotyczace pierwszych trzech dorostych pa-
cjentow z hemofilia B z badanej grupy 8 chorych,
ktorym domieSniowo wprowadzono gen czynnika
IX (wektor — rAAV) w dawce eskalujacej. Dawka
inicjujaca wynosita 2 x 101! vg/kg. Nie stwierdzono
ani przeniesienia sekwencji wektora do komorek
rozrodczych, ani wytworzenia przeciwcial przeciwko
czynnikowi IX. Natomiast metoda PCR (polymerase
chain reaction) 1 Southern-blot wykryto sekwencje
wirusa w mie$niach [1].

Dane dotyczace wszystkich 8 chorych przed-
stawiono w kolejnej publikacji, ktora ukazala sie
w Blood w 2003 roku [2]. Pacjentom z ciezka postacia
hemofilii B (czynnik IX < 1%) i1 z mutacjami typu
missense autorzy podawali domieSniowo wektor
rAAV kodujacy ludzki czynnik IX (AAV-FIX) w daw-
kach od 2 x 10 vg/kg do 1,8 x 1012vg/kg. W ciagu
40 miesiecy obserwacji nie wykryto przeciwcial
do czynnika IX, nie wykryto wektora w spermie,
nie stwierdzono rowniez miejscowych ani 0go6l-
nych objawow toksycznosci. W bioptatach mie$ni
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pobranych z miejsc wklucia w okresie od 2 do 10
miesiecy od podania wektora stwierdzono transfer
genu ijego ekspresje. Badania bioptatow wykonano
metodami: PCR, Southern blot 1 immunohistoche-
micznymi. Chociaz nie osiagnieto zadawalajacego
efektu klinicznego: u 6 chorych poziom czynnika
IX byt ponizej 1%, za$ u 2 chorych osiggnal poziom
pomiedzy 1% i 2%, jednak autorzy podkreslili duze
znaczenie tego badania. Jego wynik wykazal, ze
transdukcja AAV w mieé$niu szkieletowym prze-
biega podobnie u ludzi i u zwierzat, jak rowniez
dal podstawe do kontynuowania badan nad terapig
genowa u chorych na hemofilie, a zwlaszcza badan
nad podawaniem wektora do naczyn watrobowych.

W 2006 roku Manno i High 1 wsp. opublikowaty
wyniki badania 1/2 fazy, w ktorym 7 pacjentom
z hemofilia B podano do tetnicy watrobowe]j wektor
rAAV2 kodujacy ludzki czynnik IX (rAAV2-FIX)
w dawce eskalujacej do 2,0 x 1012 vg/kg [3].
Nie obserwowano zadnych objawow toksycznego
dzialania wektora ani jego obecno§ci w nasieniu.
U dwoch pacjentow, ktorzy otrzymali najwieksza
dawke, obserwowano przejSciowy wzrost stezenia
czynnika IX we krwi maksymalnie do 11% i 3%,
utrzymujacy sie do 8 tygodni od leczenia. Réwno-
cze$nie, wraz ze spadkiem stezania czynnika IX
we krwi, obserwowano przejSciowy wzrost tran-
saminaz. We wnioskach autorki podkreslily, ze ich
zdaniem brak dlugotrwalego efektu klinicznego jest
spowodowany raczej immunologicznym uszkodze-
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niem transdukowanych hepatocytow przez kapsyd

AAV niz przez antygen czynnika IX.
Doswiadczenia zespotu High [3] doprowadzily

do wysuniecia nastepujacych wnioskow:

— wektor powinien charakteryzowac sie wiekszg
silg,

— wektor powinien hy¢ pozbawiony immunogen-
nos$ci, jaka charakteryzowat sie AAV2.
Badania nad terapia genowa chorych na he-

mofilie B, prowadzone w Stanach Zjednoczonych

Ameryki Péinocnej i w Anglii, doprowadzity do do-

brych wynikow leczenia pierwszej grupy chorych.

W 2011 roku w New England Journal of Medicine

ukazala sie praca przedstawiajgca wyniki zastoso-

wania terapii genowej u 6 chorych z ciezka postacig
hemofilii B [4, 5]. No$nikiem transgenu (scAAVZ2/S8-

-LPI-hFIXco) byt adenowirus AAVS8. Chorych,

ktorym wektor podano dozylnie w pojedynczej

dawce, podzielono na trzy grupy po 2 pacjentow.

W pierwszej grupie podano dawke 2,0 x 1011 vg/kg,

w drugiej 6,0 x 101 vg/kg, zas w trzeciej 2,0 x 1012

vg/kg. Nie stosowano zadnych lekdw immunosu-

presyjnych. Okres obserwacji wynosit od 6 do 16

miesiecy. U wszystkich 6 pacjentow stwierdzono

wzrost aktywno$ci czynnika IX od 2 do 11%. U 4/6

pacjentow zaprzestano profilaktycznego podawania

czynnika IX 1 nie obserwowano samoistnych wy-
lewow, u pozostatych 2 pacjentow zwiekszyly sie
odstepy miedzy podaniami koncentratu czynnika

IX. U 2 pacjentéw, ktorzy otrzymali najwiekszg

dawke wektora obserwowano przejSciowy wzrost

transaminazy alaninowej, ktory ulegt normalizacji
po zastosowaniu kortykosteroidow.

Aktualizacje prowadzonych obserwacji przed-
stawil dr Amit Nathwani w czasie swojego wykltadu
w listopadzie 2012 roku podczas konferencji Mana-
ging Haemophilia for Life. Dane z tych obserwacji
byly nastepujace:

— okres obserwcji Pacjenta 1 wynosi 24 mie-
sigce, aktywnos§¢ czynnika IX utrzymuje sie na
poziomie 2% 1 zuzycie koncentratu czynnika
IX zmniejszyto sie o 77%;

— leczenie Pacjenta 2 i 3 okazalo sie niesku-
teczne;

— pacjent 4 pozostaje > 25 miesiecy bez leczenia
profilaktycznego koncentratami czynnika IX
1 stezenie endogennego czynnika utrzymuje
sie na poziomie 2%;

— uPacjenta 5 zuzycie koncentratow czynnika IX
zmniejszylo sie 0 85% 1pozostaje on bez leczenia
profilaktycznego powyzej 24 miesiecy;

— stezenie czynnikaIX u Pacjenta 6 utrzymuje sie
na poziomie 5%, a zuzycie koncentratow czyn-
nikow krzepniecia zmniejszyto sie o 100%.
Uzyskane wyniki leczenia daly podstawe do

zastosowania terapii genowej u kolejnych trzech
pacjentow z hemofilig B. Podobnie jak ich poprzed-
nicy wszyscy trzej pacjenci, otrzymali dozylnie,
F9, ktorego no$nikiem byt AAV8. Dawka wynosita
2,0 x 102vg/kg. U Pacjenta 7 obserwowano przej-
Sciowy wzrost transaminazy alaninowej wymagaja-
cy leczenia kortykosteroidami; pacjent ten pozosta-
je w obserwacji 7 miesiecy i nie wymaga leczenia
profilaktycznego. Pacjenci 8 i 9 nie wymagali ani
stosowania kortykosteroidow, ani profilaktycznego
podawania koncentratow czynnikéw krzepniecia.

Prace nad terapig genowa w hemofilii trwaja
nadal 1 dotycza nie tylko niedoboru czynnika IX,
ale takze czynnika VIII, ktorego F8 jest znacznie
diuzszy niz F9, w zwiazku z czym bardzo trudno
poddaje sie klonowaniu. W badania te zaangazowa-
ne sg zarowno oSrodki naukowe, czego przykladem
jest Children’s Hospital of Pennsylvania, jak i firmy
biotechnologiczne takie jak Asclepios BioPharma-
ceutical Inc.

Olbrzymi postep w leczeniu pacjentow z cho-
robami genetycznymi mozliwy jest wilasnie dzieki
takiej wspolpracy pomiedzy osrodkami leczacymi
a firmami biotechnologicznymi.
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