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Summary

The success of gene therapy depends on development of efficient and safe
delivery vectors. Recently, significant progress has been achieved in application
of various non-viral delivery methods and numerous modified viral vectors for
experimental gene therapy. Some of those vectors have been also successfully
used in clinical trials of gene therapy. Further progress in this still promising, al-
though not-fulfilling all expectations, treatment is dependent on the careful
evaluation of the modes of transgene delivery and regulation of transgene ex-
pression in the diseased tissues. In this review the current progress in develop-
ment of some of the tools for therapeutic gene transfer is discussed.
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1. Wstep

Transformacja genetyczna komoérek eukariotycznych prze-
prowadzona zostata po raz pierwszy w roku 1962 przez Eliza-
beth i Wactawa Szybalskich, pracujgcych na Uniwersytecie Wi-
sconsin. Stosujac roztwoér fosforanu wapnia wprowadzili oni
fragmenty DNA genomowego do ludzkich komérek szpiku. Ba-
dacze ci sg réwniez autorami terminu ,terapia genowa” (1).
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Terapia genowa to leczenie choréb za pomocg kwasow nukleinowych. Ta szeroka
definicja obejmuje terapeutyczne wykorzystywanie zaréwno genoéw jak i krotszych,
niekodujgcych sekwencji DNA lub RNA. W zaleznosci od rodzaju choroby dazy sie
badzZ do naprawy wady genetycznej poprzez wprowadzenie do komérek prawidiowej
postaci zmutowanego genu, badz tez probuje sie modyfikowaé aktywnos$¢ poszcze-
g6lnych genéw. W tym drugim przypadku terapia moze polegac na wprowadzaniu do-
datkowych kopii, a przez to wzmacnianiu dziatania tych genéw, ktére nie funkcjonuja
wystarczajgco wydajnie. Moze réwniez zmierzac¢ do zahamowania aktywnosci genéw,
ktorych nadmierna ekspresja jest przyczyng choréb. To wtasnie w hamujacej terapii
genowej wykorzystuje sie takze niekodujace sekwencje DNA lub RNA.

Opracowano wiele technik wprowadzania kwaséw nukleinowych do komérek,
zaroéwno in vitro jak i in vivo (2,3). Bez wzgledu na zastosowana metode, wprowadza-
ny do komérki materiat genetyczny napotyka podobne przeszkody, ktére musi po-
kona¢. Pierwsza z nich jest przenikniecie przez plazmalemme. Ma ona tadunek
ujemny, podobnie jak DNA czy RNA, co bardzo utrudnia przylgniecie kwaséw nukle-
inowych do powierzchni komorki. Co wiecej, zarowno DNA jak i RNA sg hydrofilo-
we, co uniemozliwia ich wnikanie na drodze fuzji z lipidowa btona (3).

Aby stransformowac komoérke musimy albo spowodowac powstanie w bionie po-
réow albo postuzy¢ sie nosnikami utatwiajgcymi wnikniecie DNA czy RNA do komorki
na zasadzie fuzji z btong lub fagocytozy. Jesli material genetyczny polgczony z no-
$nikiem jest dostarczany dzieki fuzji z plazmalemmg — gromadzi sie w cytoplazmie
pod btona. RNA moze podjac¢ swoje funkcje juz tutaj, jednak DNA — znacznie czes$-
ciej stosowany do transformacji — musi przedostac sie do jadra. Transport ten jest
bardzo mato wydajny i zdecydowana wiekszo$¢ czasteczek zostaje strawiona w cy-
toplazmie. Najcze$ciej jednak materiat genetyczny zwigzany z no$nikami wnika do
komorki nie dzieki fuzji, lecz na drodze endocytozy. Wéwczas poczatkowo lokalizu-
je sie w endosomach, co stanowi dodatkowa trudnos$¢, gdyz moze w nich zostaé
szybko zniszczony przez nukleazy. Generalnie, przy zastosowaniu wiekszo$ci me-
tod wprowadzenie DNA lub RNA do wnetrza komérki jest stosunkowo proste, nato-
miast o skutecznosci transformacji decyduje efektywno$¢ uwalniania kwasu nukle-
inowego z endosomu i wydajnos$¢ transportu DNA do jadra (3,4).

W wiekszosci przypadkéw DNA wprowadzony do transformowanych komorek
pozostaje w jadrze jako element episomalny i nie wbudowuje sie do chromosomoéow
gospodarza. Utrzymuje sie na niezmienionym poziomie zwykle od kilkunastu go-
dzin do kilku dni, a nastepnie jest stopniowo degradowany. Ponadto, w trakcie po-
dziatu komorki egzogenny DNA nie replikuje i jest przekazywany tylko do niekto-
rych komérek potomnych. Ekspresja transgenu wystepujacego w formie episomal-
nej moze by¢ znacznie diuzsza in vivo w komoérkach nie dzielgcych sie, np. mie-
$niach szkieletowych i miesniu sercowym czy w komoérkach dzielgcych sie rzadko,
takich jak hepatocyty (3).

Nalezy pamietaé, ze sa wektory — przede wszystkim wektory retrowirusowe
i lentiwirusowe, ktére wbudowuja transgen do chromosoméw gospodarza, pozwa-

8 PRACE PRZEGLADOWE



Nowe strategie wykorzystania wektoréw plazmidowych i wirusowych w terapii genowej

lajac na jego stabilng ekspresje (2). Wprowadzony DNA nie jest degradowany, lecz
ulega replikacji wraz z DNA genomowym i jest przekazywany wszystkim komoérkom
potomnym. Integracja transgenu z DNA gospodarza zdarza sie réwniez przy wyko-
rzystaniu innych wektoréow, np. plazmidéw lub wektoréw adenowirusowych, ale
proces ten jest bardzo mato wydajny i jego czesto$¢ waha sie od 1 na 100 do 1 na
1000 stransdukowanych komorek (2,4).

Whbudowanie transgenu do endogennego DNA komoérki pozwala na uzyskanie
dtugotrwatego efektu biologicznego, bywa zatem zjawiskiem bardzo pozadanym.
Moze jednak prowadzi¢ takze do skutkéow ubocznych, wywotujgc zmiany w funkcjo-
nowaniu genoéw gospodarza. Jedng z konsekwencji moze by¢ unieczynnienie genu
na skutek wbudowania transgenu w obreb sekwencji kodujacej lub w miejsca regu-
latorowe. Insercja moze tez wywotywac jednoczesna delecje dlugich fragmentéw
DNA genomowego lub zmieniaé wzor jego metylacji. Jednoczesnie, jesli transgen
jest regulowany przez silny promotor (zwlaszcza przez sekwencje promotorowe
LTR wektoréw retrowirusowych) jego obecnos¢ moze aktywowac ekspresje genow
potozonych w poblizu insercji (5).

Podstawowym narzedziem stosowanym do sklonowania i namnozenia transgenu
sg plazmidy. Sa one niezbedne do uzyskania kazdego, nawet najbardziej zaawanso-
wanego wektora stosowanego w terapii genowej. Moga rowniez by¢ wykorzystywa-
ne bezposrednio jako nosnik wprowadzajacy transgen do komorki.

Wklonowanie wybranego genu do plazmidu wykonuje sie najczesciej wykorzy-
stujac obecne w plazmidzie miejsca rozpoznawane i ciete przez enzymy restrykcyj-
ne. Zgrupowane sg one zazwyczaj w segmencie okreslanym jako polilinker (MCS,
ang. multi-cloning site). Aby wklonowany DNA ulegat ekspresji w komorkach eukario-
tycznych, konieczne jest podigczenie go do sekwencji promotorowych. Najprostszy-
mi i najczesciej stosowanymi promotorami sa sekwencje DNA pochodzenia wiruso-
wego, np. promotor ludzkiego wirusa cytomegalii (CMV) badZz malpiego wirusa
SV40. Coraz czeSciej uzywane sg réwniez promotory pochodzace z komérek euka-
riotycznych, zwykle z genéw konstytutywnych, takich jak gen -globiny, aktywnych
we wszystkich typach komorek. Szczegolnie obiecujace jest jednak stosowanie pro-
motoréw tkankowospecyficznych, dzieki ktérym ekspresja transgenu zachodzi tyl-
ko w wybranych komérkach. Mozna tez wykorzystywa¢ promotory, ktorych aktyw-
nosc jest regulowana, np. przez antybiotyki lub obnizone stezenie tlenu w tkance
(6,7).

Plazmidy stosowane w dotychczasowych probach terapii genowej najczesciej za-
wieraly jeden transgen terapeutyczny. Okazuje sie jednak, ze zlozony charakter
choréb moze wymagac zwiekszania ekspresji wiekszej liczby genéw. Wykorzystuje
sie wowczas tzw. plazmidy policistronowe. W wektorach takich ekspresja drugiego
genu terapeutycznego moze by¢ regulowana przez sekwencje IRES (ang. internal ri-
bosome entry site), umozliwiajaca translacje mRNA niezalezng od czapeczki 5’. Brak
jednak jednoznacznych danych dotyczacych efektywnosci takich wektoréw, ktora
w przypadku genu zaleznego od IRES moze by¢ nizsza (8).
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2. Narzedzia terapii genowej

W niektorych przypadkach, aby wprowadzi¢ materiat genetyczny do organizmu,
wystarczy wstrzykna¢ do tkanki roztwdér DNA plazmidowego w soli fizjologiczne;.
Jest to tzw. nagi DNA. Jego wykorzystanie jako nosnika ma wiele zalet. Plazmidy s3
bowiem proste i tanie w produkgcji, a ich podanie do organizmu wywoluje znikome
efekty uboczne, ograniczone zwykle do niewielkiego odczynu zapalnego. Mozna
w ten sposdb uzyska¢ transformacje mies$ni szkieletowych i kardiomiocytow oraz
niektorych komoérek skory. Duzg wydajnos¢ transfekcji nagim DNA i wysoki poziom
ekspresji transgenu uzyskiwano w doswiadczeniach prowadzanych na myszach. Na-
lezy jednak zaznaczy¢, ze w wielu badaniach poddaje sie w watpliwo$¢ efektywnos¢
tej metody u ludzi. Opisywane np. efekty lecznicze w terapii choroby niedokrwien-
nej serca za pomocg wektoréw plazmidowych z genami stymulujagcymi powstawanie
naczyn krwionosnych sg zapewne wynikiem samego zabiegu, a nie ekspresji trans-
genow, ktora jest bardzo niska przy wykorzystaniu nagiego DNA u ludzi (1,9).

Obecnie testowanych jest wiele technik majacych na celu zwiekszenie skutecz-
nosci dostarczania plazmidéw do tkanek. Jedng z nich jest tzw. metoda hydrodyna-
miczna. Polega ona na szybkim wstrzyknieciu do krwi duzej objetos$ci ptynu zawie-
rajacego plazmidowy DNA. Oznacza to, ze myszy wazgcej okoto 20 g podaje sie do
zyly ogonowej w ciggu kilku sekund ponad 1,5 mL soli fizjologicznej zawierajacej
5 ug plazmidu. Ekspresje genu wprowadzonego w plazmidzie obserwuje sie zwlasz-
cza w watrobie, ale takze w innych tkankach (10). Zastosowanie tej metody w tera-
pii genowej cztowieka wymaga optymalizacji sposobu podawania ptynu w taki spo-
sob, by nie doszto do uszkodzenia narzgdéw. Obecnie szanse na zastosowanie tej
techniki w praktyce klinicznej sg jednak znikome.

Podawanie nagiego DNA do wiekszosci tkanek jest nieskuteczne. Nie mozna go
rowniez wprowadza¢ do komérek hodowanych in vitro. W tym przypadku trzeba
uzy¢ ktoras z metod fizycznych, biochemicznych lub biologicznych, utatwiajgcych
transformacje.

Metody fizyczne pozwalaja na wprowadzenie kwasu nukleinowego do cytopla-
zmy lub do jadra komoérkowego poprzez lokalne i odwracalne uszkodzenie btony.
Najczesciej stosowang procedurg jest elektroporacja, polegajgca na poddaniu ko-
morek dziataniu krotkotrwatego impulsu elektrycznego o wysokim napieciu. Prowa-
dzi to do tworzenia sie w plazmalemmie poréw o nanometrowej $rednicy, ktére za-
nikajg spontanicznie po okoto 30 minutach. Material genetyczny moze wnika¢ do
komorek albo w czasie gdy pory sa otwarte, albo na skutek przemieszczania sie
sktadnikéw btony komérkowej przy ich zamykaniu. Elektroporacja bywa wyjatkowo
skuteczna, takze w komoérkach do ktérych bardzo trudno wprowadzi¢ transgeny in-
nymi metodami. Czesto wigze si¢ jednak z powaznym uszkodzeniem komorek.
Poczatkowo byta stosowana tylko in vitro, ale od pewnego czasu, dzieki opracowa-
niu odpowiednich urzadzen, mozliwe jest wspomaganie poprzez elektroporacje
transferu nagiego DNA do skéry, miesni szkieletowych czy nawet watroby (10).
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Metody biochemiczne opierajg sie na zastosowaniu chemicznych nosnikow two-
rzacych kompleksy z kwasami nukleinowymi. Najcze$ciej wykorzystywanymi nos$ni-
kami sg lipidy kationowe (liposomy kationowe) lub polimery aminowe (oligodendry-
mery), ktore pozwalaja zneutralizowa¢ ujemny tadunek kwaséw nukleinowych.
Kompleksy dostaja sie do komorki na drodze fagocytozy lub — rzadziej — fuzji
z btong komoérkowa. Niektére z no$nikow ufatwiajg réwniez uwolnienie kwasu nu-
kleinowego z endosomu do cytoplazmy i chronig go przed aktywnoscig nukleaz
(2,10).

Pierwszym zastosowanym nos$nikiem chemicznym utatwiajagcym transformacje
genetyczna in vitro byt fosforan wapnia (1). Jest on czesto uzywany réwniez obecnie,
zwlaszcza przy wprowadzaniu jednoczesnie kilku plazmidéw do szybko dzielgcych
sie linii komorkowych. Efektywno$¢ transdukcji hodowli pierwotnych jest jednak
z reguly bardzo staba. Znacznie drozszymi, ale tez zwykle skuteczniejszymi no$ni-
kami sg lipidy kationowe, czesto taczone z lipidami obojetnymi. Sg one malo tok-
syczne, mogg jednak wywotywac aktywacje niektérych komoérek i indukowac pro-
dukgcje cytokin pozapalnych (1,2,10).

Liposomy mozna tez stosowac do dostarczania plazmidow in vivo. Po dozylnym
wstrzyknieciu liposoméw wiekszo$¢ plazmidowego DNA trafia do ptuc i watroby,
wykrywa sie go jednak takze w innych narzadach, np. $ledzionie. W organizmie roz-
prowadzanie i skuteczne wykorzystanie lipoplekséw jest ograniczone poprzez wy-
stepowanie rozmaitych barier. We krwi kompleksy narazone sg na wychwycenie
przez komérki fagocytujace, DNA na strawienie przez nukleazy, a wiekszos$¢ plazmi-
dow i tak nie dociera do komorek, gdyz zostaje zatrzymana w macierzy pozakomor-
kowej. Lipopleksy, w porownaniu z wektorami wirusowymi sg wiec stosunkowo
mato efektywne, mniej stabilne i osiagana poprzez ich zastosowanie ekspresja
transgenu jest krotkotrwata. Moga tez indukowac¢ odpowiedz zapalng.

W doswiadczeniach klinicznych lipopleksy wykorzystywane sg nieco rzadziej
anizeli nagi plazmidowy DNA. Stosowano je np. do wprowadzania plazmidu z ge-
nem biatka kanatu jonowego CFTR do nabtonka drég oddechowych pacjentéw cho-
rych na mukowiscydoze. Obecnie testuje sie je w terapii przeciwnowotworowej
a takze w niektérych probach leczenia schorzen uktadu krazenia (1,9,11-17).

Wydajnos¢ transfekcji za pomoca liposoméw mozna zwiekszy¢, dodajgc do no-
$nika ttuszczowego ligandy wiazace sie z receptorami wystepujacymi na powierzch-
ni komorek. Jednym z takich ligandéw jest asialoglikoproteina, wigzaca sie z recep-
torem obecnym na hepatocytach. Zastosowanie sekwencji RGD poprawia natomiast
skuteczno$¢ transfekcji do komoérek srébtonka, a potaczenie liposomoéw z przeciw-
cialem przeciwko selektynie E umozliwia zwiekszenie transfekcji pobudzonych ko-
morek srédbtonka, np. w guzie nowotworowym. Jednym z bardziej efektywnych
sposobow okazato sie potaczenie liposomow z biatkami ostonki wirusa goraczki ja-
ponskiej (HV], ang. heamaglutinin virus of Japan). Nosniki takie, zwane wiropleksami,
wykorzystano m.in. do dostarczania plazmidéw do komérek $ciany naczyn krwionos-
nych (18).
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Druga, bardzo popularng grupa nos$nikéw chemicznych sg oligodendrymery,
zbudowane np. z polimeréw poliamidoaminowych (3). Tworzg one gwiazdziste lub
sferyczne struktury z licznymi grupami aminowymi wewnatrz i na zewnatrz czgs-
teczki, nadajgcymi dendrymerom fadunek dodatni. Dzieki temu dendrymery fatwo
formuja kompleksy z DNA lub RNA, ktére nastepnie dostajg sie do komorki na dro-
dze fagocytozy. Stosowane sg przy transformacji komérek in vitro, a ich zaletg jest
zaréwno stosunkowo duza wydajnos$¢ jak i maty poziom cytotoksycznos$ci i aktywa-
¢ji komorek.

Najbardziej wyrafinowanymi technikami transformacji genetycznej sa jednak
metody biologiczne, opierajace sie na wykorzystaniu r6znego rodzaju wektoréw wi-
rusowych. Wektory takie tworzy sie poprzez usuniecie niektérych genéw niezbed-
nych dla normalnego przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa i zastgpieniu ich trans-
genem. Obecnie stosuje sie wektory pochodzace od wielu ré6znych wiruséw, niekté-
re z nich wykorzystywane sg tez w prébach klinicznych (1,2,4).

Jednymi z najczesciej uzywanych narzedzi s wektory retrowirusowe (2,4,19).
Wprowadzaja one transgen do chromosomoéw gospodarza, dlatego zapewniaja jego
stabilng ekspresje. Zdecydowana wiekszo$¢ wektoréw retrowirusowych pochodzi
od wirusa mysiej biataczki Moloneya (MLV, ang. Moloney murine leukemia virus). Sa
one nos$nikami szczegolnie przydatnymi do dostarczania transgenow in vitro: zmo-
dyfikowany wektor uzyskany na bazie MLV infekuje wiele typow komorek, moze by¢
produkowany w stosunkowo wysokich mianach (106-107 czastek infekcyjnych/mL)
i zapewnia dtugotrwala ekspresje genu. Naturalny tropizm onkoretrowiruséw do
komoérek mysich modyfikuje sie poprzez wprowadzanie do ostonki biatek umozli-
wiajacych wiazanie sie do innych typéw komorek. Zastosowanie genu wirusa peche-
rzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV) pozwala na produkcje wektorow wyka-
zujacych powinowactwo do wielu typoéw komorek zaréwno kregowcéw, jak i bez-
kregowcow.

Nalezy jednak pamietaé, ze wektory retrowirusowe moga skutecznie wprowa-
dza¢ materiat genetyczny jedynie w trakcie podziatu komérek (2,4,19). Wyjatek sta-
nowig wektory lentiwirusowe, ktére moga transdukowac rowniez komorki nie dzie-
lace sie. Sg one coraz powszechniej wykorzystywane, zwlaszcza do transformagji
komoérek nerwowych. Wazna cechg retrowirusoéw jest tez to, ze cho¢ nie indukuja
odpowiedzi immunologicznej, sg jednak bardzo wrazliwe na degradacje przez
uktad dopelniacza — dlatego podane in vivo sa nieskuteczne. Mozna je natomiast
z powodzeniem stosowac¢ do transdukcji komérek ex vivo. Strategia ex vivo terapii
genowej polega na pobraniu od pacjenta komérek, ich hodowli w laboratorium, in-
fekcji wektorem retrowirusowym, a nastepnie selekcji i namnozeniu komoérek zmo-
dyfikowanych, ktére podaje sie z powrotem do organizmu chorego. Pozwala to
unikng¢ zniszczenia wektoréow przez uktad dopelniacza oraz umozliwia zwieksze-
nie skuteczno$ci wektoréw, gdyz komorki in vitro mozna np. sprowokowac do po-
dziatéw poprzez podanie odpowiednich mitogenéw. Taka strategia umozliwia po-
nadto uzycie znacznie mniejszej liczby wektoréw, co jest bardzo wazne w przypad-
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ku wektoréw retrowirusowych, gdyz ich produkcja w wysokich mianach jest bardzo
trudna. Ze stosowaniem wektoréw retrowirusowych wigze sie jednak ryzyko muta-
genezy insercyjnej. Retrowirusy (takze HIV) wbudowuja sie preferencyjnie w regio-
ny bogate w geny, zwtaszcza aktywne transkrypcyjnie (20). Obecnie testuje sie kilka
strategii majacych na celu zmniejszenie ryzyka.

Co najmniej rownie czesto jak retrowirusy wykorzystywane sg wektory adenowi-
rusowe, bedace jednymi z najbardziej uniwersalnych nosnikéw (2,19,21). Moga one
wnika¢ do prawie wszystkich typéow komoérek, zaréwno dzielacych sie jak i nie
dzielgcych sie, a ich skutecznos¢ in vitro czesto siega 100%. Naturalnym celem ade-
nowirusow in vivo sg komorki nablonkowe uktadu oddechowego i pokarmowego. Po
podaniu do krwi wektory transdukujg natomiast gtownie watrobe, wprowadzajac
geny zaréwno do hepatocytéw jak i komérek srodbtonka. Takze in vivo ich efektyw-
nos¢ jest imponujgca — po jednorazowej iniekcji moga zainfekowaé praktycznie
wszystkie komoérki watroby. Wprowadzony transgen pozostaje w jadrze w formie
episomalnej, pozwalajac na bardzo silng ekspresje. Jest ona jednak krotkotrwata
i obniza sie gwattownie juz po kilku dniach, zas przestaje by¢ wykrywana zwykle po
kilku tygodniach.

W transformacji komérek in vitro, w wiekszosci doswiadczen in vivo czy wiekszo-
$ci prob klinicznych stosuje sie wektory adenowirusowe pierwszej generacji, czyli
takie z ktérych genomu usuwa sie region E1 lub regiony E1 i E3. Ich pojemnos$¢ wy-
nosi okoto 9 kb (21-23). Ponadto, wektory adenowirusowe (a takze natywne, inakty-
wowane adenowirusy) moga by¢ wykorzystywane do dostarczania do komoérek bar-
dzo duzych fragmentow DNA, np. sztucznych chromosomoéw bakteryjnych (BAC,
ang. bacterial artificial chromosome), ktérych dtugos$¢ siega 170 kb. W tym przypadku
DNA jest skondensowany i przyczepiony do zewnetrznej cze$ci kapsydu adenowiru-
sowego za pomoca streptawidyny/biotyny lub polietylenoiminy. Przytaczony DNA
razem z kapsydem wnika do komoérki na drodze fagocytozy, a nastepnie jest uwal-
niany z fagosomu do cytoplazmy.

Wada najczesciej uzywanych wektoréow adenowirusowych, zawierajacych nadal
spora liczbe gendw wirusowych, jest ich immunogennos$¢. Na podstawie wynikéw
badan na zwierzetach oraz préb klinicznych dowodzi sie, ze podanie wektorow ade-
nowirusowych pierwszej generacji moze wywolywac zapalenie i odpowiedz cyto-
toksyczng skierowang przeciwko zainfekowanym komoérkom, co jest gtoéwna przy-
czyna wyciszenia ekspresji transgenu. Niemniej jednak wektory adenowirusowe sa
obecnie najcze$ciej wykorzystywanymi wektorami w probach klinicznych terapii ge-
nowej (19; patrz tez: www.wiley.co.uk/genmed/clinical) i uwaza sie, ze przy wtasci-
wym dozowaniu ryzyko wystapienia reakcji zapalnych jest stosunkowo niewielkie.

W ciggu kilku ostatnich lat prowadzono bardzo intensywne badania majace na celu
udoskonalenie wektoréw adenowirusowych, a zwlaszcza zmniejszenie ich cytotok-
sycznosci i immunogennosci (21). Jedng z testowanych mozliwosci jest usuniecie do-
datkowych sekwencji z wektoréw AE1/AE3. Chociaz w wielu do$wiadczeniach po-
twierdzono, ze wektory takie zapewniajg dluzsza ekspresje transgenu i wywotujg
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stabsza reakcje zapalna, jednak czas ekspresji i poziom bezpieczenstwa wciaz nie byly
w petni satysfakcjonujgce. Zasugerowano zatem, ze rozwigzaniem moze by¢ usuniecie
z genomu wszystkich sekwencji kodujacych i pozostawienie jedynie tych fragmentow
DNA wirusowego, ktére sg niezbedne do replikacji. Dodatkowa korzyscia takiego roz-
wigzania bytoby zwiekszenie pojemnosci nos$nika. Poniewaz sekwencje niezbedne do
replikacji i zapakowania genomu do kapsydu obejmuja mniej niz 500 par zasad, teore-
tycznie mozliwe bylo przygotowanie wektora o pojemnosci do 37 kb. W ten spos6b
pojawily sie wektory Il generagji, inaczej wektorami typu gutless (21,24-28).

Usuniecie sekwencji kodujacych catkowicie eliminuje mozliwos$¢ produkgji bia-
tek wirusowych przez zainfekowane komorki, dzieki czemu wektory gutless sa zde-
cydowanie mniej immunogenne niz adenowirusy wczes$niejszych generacji. W efek-
cie zapewniaja silng i dtugotrwala ekspresje transgenéw. Duza pojemno$¢ wekto-
row gutless pozwala na wlaczenie do nich sekwencji nawet najdtuzszych znanych
cDNA (np. cDNA dystrofiny), a w wielu przypadkach umozliwia réwniez wprowadze-
nie kompletnych sekwencji genomowych, obejmujgcych wszystkie introny i egzony
oraz endogenne sekwencje regulacyjne. Mozliwe jest tez wklonowanie do jednego
wektora kilku niezaleznych jednostek replikacyjnych, a takze wykorzystanie tkanko-
wospecyficznych promotoréw eukariotycznych.

Badania eksperymentalne z wektorami gutless sa bardzo obiecujgce. Za pomoca
takich wektoréw udato sie np. skutecznie zapobiec miazdzycy u myszy podatnych
na jej rozwdj (25,26) czy tez powstrzymac patologiczng otylos¢ u myszy obarczo-
nych cukrzyca (24,27,28). Wynik taki osiagnieto po jednorazowym podaniu wekto-
row, a ekspresja transgenu i efekt terapeutyczny utrzymywaly sie przez bardzo
dtugi czas, nawet ponad dwa lata. Mimo ze wektory gutless nie indukuja péznej fazy
cytotoksycznosci, nie sg jednak pozbawione wad — moga wywolywac¢ skutki ubocz-
ne, np. trombocytopenie, zwigzane z obecnoscig kapsydu adenowirusowego.

Ostatnio coraz wiecej uwagi poswieca sie wektorom wywodzacym sie z wirusow
towarzyszacych adenowirusom (AAV, ang. adeno-associated viruses) (2,4,29,30). Réw-
niez one moga transdukowac wiele typéw komorek, zaréwno dzielacych sie jak i nie
dzielacych sie. Sg bardzo cenione jako potencjalne no$niki, gdyz nie indukujg silnej
odpowiedzi uktadu odporno$ciowego. Wprowadzany przez nie transgen pozostaje
zwykle w formie episomalnej lub integruje z przypadkowymi miejscami genomu.

Dzikie wirusy AAV wbudowujg sie do genomu, i to w Scisle okreslonym miejscu
(tak zwane locus AAVS1) na chromosomie 19 (29). Taka specyficzna integracja by-
taby bardzo pozadang cecha w terapii genowej, gdyz minimalizowataby ryzyko in-
dukcji mutagenezy insercyjnej, przy jednoczesnym zapewnianiu dtugotrwatej eks-
presji transgenu. Okazuje sie jednak, ze usuwanie podczas produkcji wektoréw AAV
wirusowego genu rep, ktory jest niezbedny do specyficznej integracji powoduje, ze
w przeciwienstwie do dzikich wiruséw, wektory AAV nie wbudowuja sie w genom
w $cisle okreslonych miejscach.

Ograniczeniem wektoréw AAV jest niewielka pojemno$s¢ — mozna w nich umies-
ci¢ odcinek DNA nie wiekszy niz 5 kb. Dla niektorych celow jest to pojemno$¢ wy-
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starczajgca, ale jeSli terapeutyczny gen jest duzy, AAV nie mogg by¢ stosowane.
Obecnie opracowuje sie metody pozwalajgce na ominiecie tego problemu, wykorzy-
stujac np. zdolnos¢ taczenia sie dwoch genomow AAV w konkatamery. W ten spo-
s6b dtugi gen moze by¢ wprowadzony do komérki za pomocg dwoch wektorow.

Wektory AAV zapewniaja diugotrwalg ekspresje genéw po podaniu in vivo do ko-
moérek nie dzielgcych sie, np. miesni szkieletowych. Ekspresje stwierdzano nawet
po dwoch latach od podania wektoréw u myszy, a po kilku miesigcach po podaniu
wektoréw psom, matpom i ludziom (29,30). Dlatego, jak sie wydaje, wektory AAV
mogag by¢ szczegdlnie obiecujace w leczeniu np. wrodzonych chor6b monogeno-
wych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze produkcja wektoréw AAV jest stosunkowo mato
wydajna (zob. prace (31) oraz (32)), co stanowi istotne ograniczenie uzywania AAV
w probach klinicznych.

Pozostate typy wektoréw, cho¢ intensywnie badane, sg rzadko stosowane w pro-
bach eksperymentalnej terapii genowej (2,4). Obecnie coraz wiecej dosSwiadczen po-
Swieca sie wektorom herpetowirusowym. Do ich produkcji wykorzystuje sie najczes-
ciej dwa wirusy: wirus Epsteina-Barr (EBV) i wirus opryszczki (HSV). W ich genomie
mozna umiesci¢ insert dtugosci 30-40 kb. Wektory pochodzace od wirusa HSV prze-
znaczone sa przede wszystkim do transdukcji neuronéw, a wektory EBV wnikaja
gtownie do limfocytéw B. Co ciekawe, w wielu komorkach wektory herpetowiruso-
we moga replikowa¢, zapewniajgc episomalng, lecz dtugotrwalg ekspresje transgenu.

Inng interesujaca grupa sa wektory pokswirusowe, wywodzace sie z wirusa kro-
wianki. Nie wbudowujg sie do genomu, a najczesciej stosuje sie je przy testach szcze-
pionek genetycznych. Ich zaletg jest duza pojemnos¢, silna ekspresja transgenu i moz-
liwos$¢ transdukowania wielu typéw komoérek. Do wprowadzania transgendw in vitro
stosowane sg takze wektory alfawirusowe, pochodzace z wiruséw Semliki Forest lub
Sindbis. Réwniez one moga transdukowac rézne typy komoérek, dzielgcych sie i nie-
dzielacych sie, tak kregowcow jak i bezkregowcow. Sa przydatne do przejSciowej
transformagji, zapewniajac bardzo wysoki poziom ekspresji transgenu. Jednoczes$nie
jednak hamuja synteze wielu biatek endogenych i moga by¢ toksyczne dla komérek.

Ostatnig grupg bardzo waznych wektorow, wykorzystywanych szczegélnie przy
produkgji bialek rekombinowanych sg wektory bakulowirusowe (33). Wywodzg sie
one przede wszystkim z bakulowiruséw z podrodziny wiruséow jadrowej poliedrozy
(NPV), a zwlaszcza z bakulowirusa AcNPV infekujgcego motyla Autographa californica.
Wirus ten moze replikowac¢ jedynie w komoérkach owadéw tuskoskrzydtych (Lepidoptera),
zatem wektory bakulowirusowe przygotowuje sie w hodowlach odpowiednich komo-
rek owadzich. Mimo to mozna je stosowa¢ do wprowadzania transgenow do komorek
ssaczych. Wnikaja do komorek na drodze fagocytozy i zapewniajg episomalng ekspre-
sje transgenu. Co istotne, nawet podane w wysokich mianach nie sg toksyczne dla ko-
morek, nie ulegajg tez w nich replikacji. Mogg zatem okazac sie wektorami bardzo
bezpiecznymi. W wiekszos$ci przypadkéw badania nowych typow wektoréw wiruso-
wych majg jednak charakter eksperymentalny i nie rozpoczeto jeszcze prob klinicz-
nych.
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3. Regulowane systemy ekspresji genéw

Obok wysokiej wydajnosci transfekcji najistotniejszg cechg dobrego wektora
bytaby mozliwos¢ regulacji ekspresji wprowadzonego transgenu w zalezno$ci od
potrzeb organizmu. Intuicyjnie, jak sie wydaje, najlepszym sposobem regulacji mo-
globy by¢ wykorzystanie naturalnego promotora transgenu. Strategia taka miataby
jednak sens tylko w takim przypadku, gdyby w komérkach poddawanych modyfika-
¢ji regulacja ekspresji nie byta zaburzona. Niestety, czesto przyczyng chor6b naby-
tych, zwigzanych z nadmierng lub ostabiona aktywnos$cig genow, jest niewtasciwy
mechanizm regulacji ekspresji genu endogennego. Mozna zatem przypuszczac, ze
mechanizm taki bytby rowniez niewydajny po wprowadzeniu do komérek dodatko-
wych kopii genu, pod kontrolg jego wlasnego promotora.

Regulowana ekspresja genu ma istotne znaczenie, wtedy gdy nadmierna produk-
cja biatka terapeutycznego jest rownie niepozadana jak jego niedobér, a w szcze-
g6lnosci w przypadku, gdy biatka terapeutyczne w duzej ilo$ci wykazuja wlasciwos-
ci toksyczne. Do regulowanych systeméw ekspresji genow zaliczamy ukfady akty-
wowane przez antybiotyki lub hormony (6,7). Do pierwszej grupy naleza rozmaite
modyfikacje regulacji ekspresji zaleznej od tetracykliny lub rapamycyny, natomiast
do drugiej uktady regulowane przez progesteron lub ekdyzon.

Inny sposo6b regulacji ekspresji moze polega¢ na wykorzystaniu promotoréow tkan-
kowospecyficznych. Wykorzystujgc sekwencje DNA aktywowane tylko w okreslonych
typach komérek mozemy uzyska¢ ograniczong ekspresje genow. Wreszcie, mozliwe
jest potaczenie systemow regulacji chemicznej z regulacja tkankowospecyficzna, gdy
geny biatek stuzacych regulacji chemicznej (aktywatory zalezne od antybiotykow lub
hormony) znajdujg sie pod kontrolg promotoréw tkankowospecyficznych (1,6).

Ciekawym systemem regulacji ekspresji sg wektory aktywowane przez niedotle-
nienie. Wektory takie zawierajg kilkunukleotydowa sekwencje wiazaca czynnik
transkrypcyjny HIF-1 (ang. hypoxia inducible factor) (34). Czynnik ten jest nieaktywny
w komérkach w warunkach normalnego dostepu tlenu, ulega jednak stabilizacji
w hipoksji, ktéra ma miejsce np. w niedotlenionym miesniu sercowym czy wewnatrz
guza nowotworowego. Wektory tego typu sg obecnie testowane jako narzedzia do
terapii w chorobie niedokrwiennej serca lub nég oraz w leczeniu nowotworéw (1,9).

4. Hamowanie ekspresji genéw

Choroby spowodowane nadmierng aktywnos$cig genéw mozna leczy¢ wykorzy-
stujac kwasy nukleinowe o wtasciwosciach hamujacych ekspresje. Strategia ta jest
najczesciej stosowana w chorobach nabytych, takich jak miazdzyca, nowotwory,
choroby autoimmunologiczne, przewlekle stany zapalne i infekgje.

W terapii hamujacej ekspresje genow wykorzystuje sie niekodujace fragmenty
kwaséw nukleinowych (35). Moga to by¢ czgsteczki DNA lub RNA. Do pierwszych na-
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leza oligonukleotydy antysensowe, putapki oligonukleotydowe (DNA decoys), jedno-
niciowe DNA tworzgce tripleksy oraz DNazymy, natomiast do drugiej grupy zalicza
sie interferujgce czasteczki RNA (siRNA, miRNA) oraz rybozymy. Ze wzgledu na miej-
sce supresorowego dziatania kwasow nukleinowych, procesem hamowanym moze
by¢: transkrypcja (w przypadku pufapek oligonukleotydowych), dojrzewanie RNA
(blokowane przez oligonukleotydy antysensowe), jego stabilno$¢ (przez antysensy
i rybozymy) oraz translacja (przez antysensy, rybozymy i interferujgce RNA).

Do terapii eliminujacej komoérki o nadmiernej aktywnos$ci genéw zaliczamy tak-
Ze zastosowanie genow supresorowych (np. genéw blokujacych aktywacje czynni-
kéw transkrypcyjnych, genow kodujacych czynniki antyangiogenne), genéw samo-
bojczych oraz onkolitycznych wirusow defektywnych.

Jednymi z najwczesniej stosowanych inhibitoréw byly oligonukleotydy antysen-
sowe. S3 to jednoniciowe czgsteczki DNA, najczesciej o dtugosci 12-20 nukleoty-
dow i sekwencji komplementarnej do wybranego mRNA, ktére po rozpoznaniu i hy-
brydyzacji z RNA, zapobiegaja translacji. Degradacja mRNA odbywa sie przez RNaze H,
trawiaca RNA tworzacy dupleks z DNA.

Zastosowanie oligonukleotydow antysensowych w badaniach in vitro potwier-
dzito poprawnos$¢ idei hamowania ekspresji genéow za pomocag czasteczek bloku-
jacych, jednakze proéby ich stosowania in vivo nie przyniosty spodziewanych rezulta-
tow. Do leczenia dopuszczono jedynie oligonukletyd o nazwie Vitravene, blokujacy
translacje genu wirusa cytomegalii i stosowany u pacjentow z AIDS. Ostatnio jednak
produkt ten zostat wycofany z rynku ze wzgledu na niska skutecznos¢.

Bardzo ciekawa grupg inhibitoréw sg rybozymy, czyli czasteczki RNA zdolne do
trawienia docelowego mRNA (36). Moga byc¢ one dostarczane do komérek w postaci
gotowej, tj. katalitycznej czgsteczki RNA, ale jest to spos6b mato wydajny, w szcze-
golnosci in vivo, ze wzgledu na niskg trwalo$¢ RNA. Problem ten cze$ciowo roz-
wiazuje sie poprzez odpowiednie modyfikacje, ktore zwiekszaja stabilnos¢ rybozy-
méw. Takie zmodyfikowane czgsteczki mozna podawac dozylnie lub domiejscowo.
Znacznie lepsze efekty osiaga sie jednak wprowadzajac DNA kodujacy czasteczki ry-
bozymu za pomocg wektoréw wirusowych, z ktérych najlepsze, jak sie wydaje, sa
wektory AAV.

Zaletg rybozymoéw jest ich zdolnos¢ do reakcji enzymatycznej, dzieki czemu
moga by¢ uzywane w znacznie mniejszych iloSciach anizeli oligonukleotydy anty-
sensowe. Oprocz hamowania ekspresji genow, rybozymy mogg by¢ wykorzystywane
do naprawy mutacji (36,37). Dzieki zdolnosci do wycinania RNA mozliwe jest usu-
niecie zmutowanego odcinka z docelowego mRNA i ewentualne wprowadzenie pra-
widtowego fragmentu. Te wtasciwos$¢ rybozymow wykorzystuje sie np. w prébach
leczenia anemii sierpowatej lub dystrofii mie$niowej.

Rybozymy znalazly zastosowanie jako czasteczki hamujgce ekspresje onkoge-
now, takich jak ras i ber-abl, czy tez receptoréw czynnikéw wzrostowych, takich jak
czynnik wzrostu $rédbfonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor).
Badania obejmowaly rowniez proby hamowania ekspresji genéw wirusa opryszczki,
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wirusa EBV, wiruséw zapalenia watroby typu B i C, ludzkich retrowiruséw HTLV i wi-
rusa HIV. Zaawansowane proby kliniczne dotyczyly jednak tylko rybozymu hamu-
jacego ekspresje genu receptora czynnika VEGF oraz rybozymu hamujacego replika-
cje wirusa HIV. Badania te zostaly zawieszone z chwilg odkrycia mechanizmu inter-
ferencji RNA.

Interferencja RNA to hamowanie ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyj-
nym za pomoca dwuniciowych fragmentéw RNA, zawierajacych sekwencje komple-
mentarne do sekwencji docelowego RNA (36). Metoda ta wzbudzila w ostatnich la-
tach olbrzymie zainteresowanie, a intensywne badania i szeroki arsenal stosowa-
nych technik pozwalajg zywi¢ nadzieje, ze stanie sie ona skutecznym narzedziem
nie tylko w pracach badawczych, ale rébwniez w terapii genowe;j.

Zasadniczg role w tym procesie odgrywaja czasteczki o dtugosci 21-26 nukleoty-
dow, czyli mate interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) (36). Powstaja
one z prekursorowych, dlugich czgsteczek RNA, na skutek aktywnos$ci enzymu
DICER. siRNA Igczg sie z kompleksem enzymatycznym zwanym RISC (ang. RNA-indu-
ced silencing complex), do ktoérego wlaczany jest takze docelowy mRNA. Prowadzi to
do rozplecenia czasteczki siRNA, hybrydyzacji z komplementarnym odcinkiem doce-
lowego mRNA i trawienia mRNA przez nukleaze obecng w kompleksie RISC. Caty
proces jest wielokrotnie powtarzany, dzieki czemu uzyskuje sie znaczace ograni-
czenie ekspresji docelowego RNA. W terapii genowej planuje sie podawanie goto-
wych czasteczek siRNA lub stosowanie wektoréw umozliwiajgcych ekspresje siRNA.
W wektorach takich sekwencja kodujaca siRNA znajduje sie najczesciej pod kon-
trola promotora U6 lub H1 polimerazy RNA typu III.

Wysoka specyficznos$¢ dziatania siRNA pozwala mie¢ nadzieje na jego skutecz-
nos$¢ terapeutyczng. Zastosowanie siRNA usuwajacego mRNA VEGF, najwazniejsze-
go mediatora proceséw angiogenezy, jest testowane u pacjentéw cierpigcych na
starcze zwyrodnienie plamki zoéltej, chorobe oczu prowadzacg do utraty wzroku.
Podobne badania prowadzi sie¢ z siRNA hamujacym ekspresje mRNA jednego z re-
ceptorow VEGF.

Inng mozliwoscia hamowania ekspresji genéw sg pufapki oligonukleotydowe,
czyli dwuniciowe sekwencje DNA, zawierajgce odcinki wigzace czynniki transkryp-
cyjne. Putapki wprowadzane do komérek w duzych ilo$ciach nie dopuszczajg do ak-
tywagji przez czynnik transkrypcyjny genéw zawierajgcych w promotorach sekwen-
cje obecne w putapce (38,39).

Putapki oligonukleotydowe wigzgce czynnik transkrypcyjny E2F wykorzystano
w prébach klinicznych hamowania zarastania pomostéw tetniczo-zylnych, tzw. by-
pasow, wykonywanych u pacjentéw z choroba wiencowg. E2F jest czynnikiem odpo-
wiedzialnym za proliferacje komorek, ktorych niekontrolowany rozplem doprowa-
dza do zwezenia Swiatta przeszczepionego naczynia. Wprowadzenie do komorek
putapek wigzacych E2F mialo na celu zahamowanie podziatéw. Niestety, mimo bar-
dzo obiecujacych wynikow badan na zwierzetach oraz prob klinicznych 11 Il fazy,
zakrojone na szeroka skale testy obejmujgce ponad 3000 pacjentéw nie wykazaty
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zadnej wiekszej skutecznosci putapek E2F w poréwnaniu do placebo (39). Przyczyny
nie sa znane, przypuszcza sie, ze brak efektu moégt by¢ spowodowany bardziej
skomplikowanym niz wczesniej przypuszczano mechanizmem dziatania licznych
czynnikow z grupy E2F, ktore oprécz stymulowania podziatow komorek moga je
takze hamowad.

5. Przyszlo$¢ terapii genowej

Dotychczas na $wiecie, gléwnie w Stanach Zjednoczonych zainicjowano prawie
1200 prob klinicznych terapii genowej réznych chorob, najczesciej nowotworowych
(2,4,19; patrz: www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). W wiekszos$ci sa to badania I i Il
fazy, testujace przede wszystkim bezpieczenstwo terapii. Bierze w nich udziat sto-
sunkowo niewielu pacjentéow. Najbardziej zaawansowane sa badania nad terapia
wykorzystujacg wektor adenowirusowy z genem p53, w celu leczenia raka szyi
i glowy. Badania te w USA weszty w faze Ill, a w Chinach wektor taki zostat juz ofi-
cjalnie zarejestrowany i dopuszczony do stosowania pod handlowa nazwa Gendici-
ne (40).

Idealna terapia powinna by¢ skuteczna i pozbawiona efektéw ubocznych. Po-
zadane jest, by byta fatwa w stosowaniu i tania. Jak trudno jest osiggng¢ te warunki
wiedzg wszyscy zajmujacy sie wprowadzaniem nowych lekéw. Brak efektow ubocz-
nych jest marzeniem, ktére nigdy nie moze by¢ w petni osiagniete. Nie ma bowiem
terapii bez efektow ubocznych. Istothnym ograniczeniem sg takze olbrzymie koszty
produkcji wektoréw do préb klinicznych. Najwazniejszym jak dotychczas proble-
mem jest jednak skutecznos$¢ terapii genowej. Ten cel udalo sie osiggnac tylko
w nielicznych przypadkach.

Terapia genowa pozostaje jednak nadziejg medycyny. To wiasnie terapia geno-
wa, zapewne w potgczeniu z terapig komérkowa moze by¢ uwienczeniem wysitkéw
zmierzajgcych do opanowania choréb. Trzeba jednak przyznac, ze trudnosci z jaki-
mi przychodzi sie mierzy¢ biotechnologom i lekarzom stosujacym terapie genowa
sg tak duze, ze dotychczas wiecej jest niepowodzen niz sukceséw. JesteSmy jednak
przekonani, ze terapia genowa w przysztosci bedzie skutecznie stosowana w lecze-
niu wielu choréb, w szczegblnosci wrodzonych choréb jednogenowych i nowotwo-
row.
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