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The most important features of adenoviral vectors

S u m m a r y

One of the major hurdles to successful gene therapy is the ability to effi-
ciently introduce a foreign nucleic acid into the tissue of interest. As adenovi-
ruses posses ability to enter rapidly a mammalian host cell and achieve propaga-
tion, they are widely used as a tool for delivery transgenes. Recombinant adeno-
viral vectors of first generation (AdV) contain an expression cassette with exog-
enous genes and are made replication deficient by the deletion of the E1/E3 re-
gion. They offer many advantages for gene delivery: ability to transduce a wide
variety of cell types in a cell-cycle independent manner, easy and cheap propa-
gation process to high titers and low pathogenicity for humans. However, AdV
also have some disadvantages, namely cytotoxity, immunogenity, transient ex-
pression of transgene, which are mostly important in case of clinical trials. De-
spite those limitations and development of more sophisticated adenoviral sys-
tems (helper-dependent adenoviral vectors), AdV of first generation are still
widely used for transducting different cell types in vitro, especially those that
are refractory to other gene transfer methods, as well as in gene therapy clinical
trials.
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1. Wstêp

Najpowa¿niejszym problemem terapii genowej, ograniczaj¹-
cym mo¿liwoœci jej stosowania, jest uzyskanie odpowiednich no-
œników (wektorów) pozwalaj¹cych na wydajne, a jednoczeœnie
bezpieczne wprowadzenie materia³u genetycznego do komórek
pacjenta. Noœniki takie powinny skutecznie wnikaæ do komórek
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docelowych, pozwalaj¹c na uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji transgenu,
a jednoczeœnie nie mog¹ byæ cytotoksyczne i immunogenne (1). Wektory niewiruso-
we, zw³aszcza plazmidy wprowadzane jako nagi DNA lub za pomoc¹ kationowych li-
pidów, nie indukuj¹ odpowiedzi odpornoœciowej i s¹ bezpieczne dla organizmu.
Niestety, zwykle s¹ te¿ ma³o wydajne, gdy¿ nawet po dostaniu siê do komórki
w wiêkszoœci s¹ trawione w endosomach i tylko niewiele z nich wnika do j¹dra (2,3).

Dostarczanie egzogennego materia³u genetycznego do komórek eukariotycz-
nych jest jednak doskonale znane w przyrodzie – mechanizmy te zosta³y doprowa-
dzone do perfekcji w toku ewolucji wirusów. Nic dziwnego, ¿e najskuteczniejsze
jak dot¹d wektory zosta³y stworzone poprzez modyfikacjê genomów wirusowych.
Dziêki temu uzyskano noœniki pozwalaj¹ce na efektywn¹ transdukcjê komórek oraz
wydajn¹ ekspresjê transgenów.

Spoœród stosowanych wektorów wirusowych najbardziej efektywnymi noœnika-
mi s¹ wektory adenowirusowe (AdV). Transdukuj¹ one zarówno komórki dziel¹ce
siê jak i niedziel¹ce siê, pozwalaj¹c na siln¹ ekspresjê transgenu, a wprowadzony
przez nie DNA nie wbudowuje siê do chromosomów gospodarza, lecz pozostaje
w j¹drze w formie episomalnej. Nie nios¹ zatem ani zagro¿enia mutagenez¹ inser-
cyjn¹ ani ryzyka transmisji transgenu do linii zarodkowej (4,5). Noœniki te s¹ te¿ sto-
sunkowo pojemne – mo¿na do nich wbudowaæ DNA o d³ugoœci 7-9 kb (w przypad-
ku wektorów typu gutless nawet do 37 kb), co umo¿liwia wprowadzenie transgenu
z pe³n¹ kaset¹ ekspresyjn¹, a tak¿e do³¹czenie dodatkowych elementów regulatoro-
wych (3,5,6). W przeciwieñstwie do infekcji adenowirusem dzikiego typu transduk-
cja wektorem adenowirusowym nie prowadzi do œmierci komórki (7,8). Co bardzo
wa¿ne, AdV mog¹ byæ doœæ ³atwo namna¿ane do wysokich mian, a ich produkcja jest
stosunkowo niedroga (8,9). Niestety, noœniki te maj¹ te¿ powa¿ne wady – s¹ silnie
immunogenne, w wysokich dawkach równie¿ cytotoksyczne (3,10,11).

Indukcja odpowiedzi uk³adu odpornoœciowego przez bia³ka kapsydu wektora
jest g³ównym czynnikiem ograniczaj¹cym wykorzystywanie AdV do dostarczania
genów in vivo, zw³aszcza w próbach klinicznych (3,4,11), wymagaj¹cych zachowa-
nia szczególnie du¿ej ostro¿noœci (5,12). Ponadto, aktywowane limfocyty T cyto-
toksyczne rozpoznaj¹ce bia³ka wirusowe mog¹ wybiórczo niszczyæ stransdukowa-
ne komórki, a co za tym idzie przyczyniaæ siê do krótkotrwa³ej ekspresji transge-
nu i os³abienia efektu terapeutycznego (12). Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e w wielu
przypadkach aktywacja uk³adu immunologicznego mo¿e byæ tolerowana lub jest
wrêcz po¿¹dana, a czêsto do osi¹gniêcia trwa³ego efektu terapeutycznego wystar-
czy krótkotrwa³a ekspresja leczniczego transgenu. Tak jest np. w próbach leczenia
nowotworów za pomoc¹ terapii samobójczej, przy podawaniu szczepionek DNA,
pobudzaniu procesów zwi¹zanych z gojeniem siê ran, czy indukcji angiogenezy
(13-15). W efekcie AdV po kilku latach pozostawania na drugim miejscu, za wekto-
rami retrowirusowymi, s¹ obecnie najczêœciej stosowanymi noœnikami w klinicz-
nych próbach terapii genowej (patrz: www.wiley.co.uk/genmed/clinical/, dane z ro-
ku 2006).
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Immunogennoœæ nie ma ¿adnego znaczenia przy transformacji hodowli komór-
kowych, tote¿ wektory adenowirusowe s¹ doskona³ymi noœnikami do wprowadza-
nia transgenów do komórek inkubowanych in vitro – tak¿e tych, które s¹ trudne do
transfekcji lub transdukcji innymi metodami. Transfer genów za pomoc¹ AdV wyko-
rzystuje siê powszechnie w badaniach fizjologii i patofizjologii komórek, a tak¿e do
produkcji bia³ek rekombinowanych (4,16,17). O skutecznoœci wektorów œwiadczy
fakt, ¿e nawet 20-40% bia³ka produkowanego przez stransdukowan¹ komórkê, to
bia³ko kodowane przez transgen (4).

2. Proces infekcji

Adenowirusy (Ad) s¹ cytolitycznymi, niegroŸnymi dla cz³owieka wirusami, wy-
wo³uj¹cymi najczêœciej ³agodne infekcje uk³adu oddechowego, zapalenie spojówek
lub zatrucia pokarmowe (4,5,8). W niektórych przypadkach, jak siê wydaje, mog¹
przyczyniaæ siê do rozwoju kardiomiopatii idiopatycznej czy infekcji w¹troby
(4,15,18). Oko³o 50% populacji ludzkiej ma przeciwcia³a przeciwko adenowirusom,
co œwiadczy o powszechnoœci zaka¿eñ (19). Obecnie znanych jest 51 serotypów Ad,
podzielonych na 6 podgrup (klasy A-F) (7,20). Najlepiej scharakteryzowano serotypy
2 (Ad2) i 5 (Ad5), nale¿¹ce do klasy C i to g³ównie one u¿ywane s¹ do produkcji AdV
(6,21).

Adenowirusy to wirusy bezotoczkowe, posiadaj¹ce ikozedralny kapsyd o œredni-
cy ok. 70-100 nm. Kapsyd zbudowany jest z trzech g³ównych typów bia³ek – hekso-
nowego, pentonowego i w³ókna zakoñczonego ga³k¹ oraz licznych, dodatkowych
bia³ek (rys. 1) (5,7). Genom adenowirusów to linearny, dwuniciowy DNA o d³ugoœci
oko³o 36 kb. Na jego koñcach znajduj¹ siê sekwencje ITR (ang. internal terminal repe-

ats) s³u¿¹ce jako miejsce startu replikacji, a blisko jednego z nich le¿y sygna³ pako-
wania DNA do kapsydu – sekwencja �. DNA po³¹czony jest z bia³kiem terminal-
nym, odpowiedzialnym za transport wirusowego DNA do odpowiedniego miejsca
w j¹drze komórki, gdzie zajdzie jego transkrypcja. Inne bia³ka wchodz¹ce w sk³ad
kapsydu to proteaza umo¿liwiaj¹ca uwolnienie DNA z kapsydu podczas infekcji oraz
bia³ka upakowuj¹ce DNA i ³¹cz¹ce je z kapsydem (7,8,21).

Genom adenowirusa (rys. 2) ma kilka otwartych ramek odczytu i koduje 50-70
bia³ek (4,21). Mo¿na w nim wyró¿niæ geny wczesne (ang. early, geny E1A i E1B, E2,
E3, E4) i póŸne (ang. late, geny L1-L5), w zale¿noœci od tego czy ulegaj¹ transkrypcji
przed czy po replikacji wirusowego DNA (7,8). Pierwsza, wczesna faza infekcji, obej-
muj¹ca wnikniêcie wirusa do komórki, wejœcie wirusowego DNA do j¹dra oraz tran-
skrypcjê i translacjê genów wczesnych, trwa w komórkach permisywnych 6-8 h. PóŸ-
na faza infekcji, obejmuj¹ca replikacjê, a nastêpnie ekspresjê genów póŸnych oraz
dojrzewanie wirionów zajmuje dalsze 4-6 h (7).
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Rys. 1. Schemat organizacji genomu Ad5. Strza³ki prezentuj¹ kierunki transkrypcji genów wcze-
snych (E) i póŸnych (L), jak równie¿ tzw. genów przejœciowych pIX, IV2a, które choæ znajduj¹ siê pod
kontrol¹ MLP s¹ transkrybowane na wczesnym etapie infekcji. Wszystkie transkrypty, z wyj¹tkiem pIX
podlegaj¹ alternatywnemu sk³adaniu. Do rozpoczêcia replikacji konieczne s¹ ITR (ang. inverted terminal

repeats), a � jest sygna³em pakowania DNA do kapsydu (na podstawie (8) zmodyfikowane).

Rys. 2. Schemat genomu adenowirusa (Ad), oraz genomów wektorów pierwszej, drugiej i trzeciej
generacji (na podstawie (6) zmodyfikowane).



Infekcja adenowirusowa rozpoczyna siê od interakcji bia³ka ga³ki z b³on¹ komór-
kow¹, a konkretnie ze znajduj¹cym siê na jej powierzchni receptorem o du¿ym po-
winowactwie – CAR (ang. coxsackie-adenovirus receptor) (7,22) Jest to receptor kon-
serwatywny, wystêpuj¹cy równie¿ na komórkach innych gatunków, dziêki czemu
mo¿na infekowaæ, np. komórki mysie ludzkimi serotypami adenowirusów (23).
Prawdopodobnie istniej¹ równie¿ inne receptory, do których mog¹ wi¹zaæ siê kap-
sydy adenowirusowe. W ostatnich badaniach wykazano na przyk³ad, ¿e Ad37 jest
rozpoznawany przez receptor sjaloglikanowy, co mo¿e t³umaczyæ jego u³atwione
wnikanie do spojówki (24,25). Warto wspomnieæ, ¿e podobieñstwa w budowie CAR
i MHC-I (g³ówny kompleks zgodnoœci tkankowej I) sk³aniaj¹ niektórych badaczy do
przypuszczeñ, ¿e bia³ka MHC-I mog¹ odgrywaæ rolê w procesie infekcji adenowiru-
sowej (26).

Nie odkryto, jak dot¹d, ¿adnych szlaków przekazu sygna³u, które by³yby aktywo-
wane przez receptor CAR, tote¿, jak siê wydaje, nie jest on konieczny do samej in-
ternalizacji kapsydu (25). Niezbêdna do wnikniêcia adenowirusa do komórki jest na-
tomiast interakcja miêdzy motywem RGD bia³ka pentonowego kapsydu, a integry-
nami �V�3, �V�5 lub �V�1 (24,25). Indukuje ona szlaki przekazu sygna³u dzia³aj¹ce
poprzez kinazê PI-3K, które z kolei wywo³uj¹ zmiany w cytoszkielecie (7,24). Nie
wiadomo czy oddzia³ywanie CAR i integryn ze swoimi ligandami nastêpuje jedno-
czeœnie czy sekwencyjnie, choæ ta druga mo¿liwoœæ jest, jak siê wydaje, bardziej
prawdopodobna (25). Obecnoœæ receptorów w b³onie komórkowej to czynnik bez-
poœrednio determinuj¹cy wydajnoœæ z jak¹ wektory adenowirusowe infekuj¹ dan¹
tkankê i liniê komórkow¹ (27).

Interakcja bia³ek kapsydu z receptorami powierzchniowymi poci¹ga za sob¹ en-
docytozê poprzez pêcherzyki op³aszczone klatryn¹, choæ przy wysokich wielokrot-
noœciach infekcji (MOI, ang. multiplicity of infection) mo¿liwa jest równie¿ endocytoza
poprzez pêcherzyki nieop³aszczone lub makropinocytoza (7,24). W endosomie kap-
syd jest czêœciowo degradowany przy udziale wirusowej proteazy. Nie dochodzi
jednak do jego ca³kowitego zniszczenia przez proteazy lizosomalne, gdy¿ wirus wy-
dostaje siê do cytoplazmy. Warunkiem koniecznym do ucieczki adenowirusa z en-
dosomu jest niskie pH, a dodatkowym czynnikiem u³atwiaj¹cym permeabilizacjê
b³ony endosomalnej jest integryna �V�5 po³¹czona z pentonowym bia³kiem kapsydu
(24).

Po ucieczce z endosomu, czêœciowo zdezintegrowany wirion zostaje skierowany
ku porom j¹drowym, z wykorzystaniem komórkowego systemu transportu miêdzy
mitochondrium a j¹drem (7,24) Bia³ka heksonowe pozostaj¹ przed b³on¹ j¹drow¹,
a DNA wchodzi do œrodka przez pory otoczki j¹drowej, wykorzystuj¹c lamininê B,
importyny i bia³ka hsp70 (7,24). Proces wejœcia wirusa do komórki trwa od 15 min
do 1h (4,7), a zaraz po nim zachodzi transkrypcja wirusowego DNA (4).

W przypadku adenowirusów typu dzikiego, jako pierwszy transkrypcji ulega re-
gion E1 – ju¿ po 45 minutach od kontaktu z komórk¹ pojawiaj¹ siê jego mRNA (4).
Bia³ka kodowane przez ten region wprowadzaj¹ komórkê gospodarza w fazê S, od-
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powiedni¹ do efektywnego namna¿ania siê wirusa i umo¿liwiaj¹ ekspresjê kolej-
nych genów wirusowych (8,21). Ponadto, geny regionu E1B przeciwdzia³aj¹ wejœciu
komórki na drogê apoptozy poprzez blokowanie proapoptotycznych czynników
transkrypcyjnych, miêdzy innymi p53 (4,7). Geny regionu E1A mog¹ jednak wywie-
raæ tak¿e przeciwny wp³yw na bia³ko p53, zwiêkszaj¹c jego syntezê i stabilnoœæ (7).

Transaktywacja regionu E2 jest mo¿liwa dziêki produktom regionu E1, a bia³ka
kodowane przez region E2 s¹ z kolei konieczne do replikacji genomu adenowirusa
(3,4). S¹ to m.in. polimeraza, bia³ko wi¹¿¹ce ssDNA (DBP, ang. DNA binding protein)
i bia³ko preterminalne (pTP, ang. pre-terminal protein). Replikacja zachodzi oko³o
5-6 h po zaka¿eniu (7,8).

Region E3 koduje m.in. adenowirusowe bia³ko œmierci (ADP, ang. adenoviral de-

ath protein), u³atwiaj¹ce lizê komórki i uwolnienie wirionów potomnych (7,8). Kodu-
je tak¿e bia³ko gp19K, które zmniejsza cytotoksyczn¹ i humoraln¹ odpowiedŸ ko-
mórki na infekcjê (18,28). Hamuje ono dzia³anie bia³ek MHC I, zapobiegaj¹c ich
transportowi na powierzchniê komórki i opóŸnia aktywacjê czynnika NF�B, zmniej-
szaj¹c syntezê mediatorów prozapalnych (7,18). W rezultacie bia³ka regionu E3
os³abiaj¹ obronn¹ odpowiedŸ komórki, która mog³aby ograniczyæ rozprzestrzenia-
nie siê wirusa (18).

Produkty regionu E4 bior¹ udzia³ w metabolizmie wirusowego mRNA i promuj¹
replikacjê wirusowego DNA przy jednoczesnym zablokowaniu syntezy bia³ek ko-
mórkowych. Wraz z bia³kami E1B inaktywuj¹ bia³ko p53, przeciwdzia³aj¹c apopto-
zie (7).

Geny póŸne koduj¹ bia³ka kapsydu i rdzenia. Znajduj¹ siê one pod wspóln¹ kon-
trol¹ promotora MLP (ang. major late promotor) i powstaj¹ dziêki alternatywnemu
sk³adaniu jednego transkryptu (7,8). MLP jest wyciszony podczas transkrypcji ge-
nów E, a ekspresja genów póŸnych mo¿e przebiegaæ, gdy genom wirusa ulegnie ju¿
replikacji (czyli oko³o 12-36 h po zaka¿eniu), dziêki aktywacji promotora przez pro-
dukty genów wczesnych (3,7). Zreplikowany DNA wnika do niedojrza³ego kapsydu,
po czym dziêki procesom proteolitycznym formowana jest dojrza³a cz¹stka wiruso-
wa (4,7). Proces pakowania genomu adenowirusowego do kapsydu odbywa siê
w j¹drze i zale¿y od znajduj¹cej siê w DNA wirusa sekwencji � (7,21). Nastêpnie do-
chodzi do zniszczenia otoczki j¹drowej, przedostania siê wirionów do cytoplazmy,
dezintegracji plazmalemmy i uwolnienia wirusów z komórki (7). Liza komórki ma
miejsce 24-36 h po zaka¿eniu i prowadzi do uwolnienia 103-105 wirionów (4,5).

3. OdpowiedŸ immunologiczna wywo³ana podaniem AdV

Najwa¿niejsze czynniki ograniczaj¹ce stosowanie AdV w terapii genowej to reak-
cja zapalna, bêd¹ca g³ównym powodem zaniku ekspresji transgenu, oraz produkcja
przeciwcia³ uniemo¿liwiaj¹cych powtórne podanie wektora (3,11,12,29). Indukcja
odpowiedzi immunologicznej zwi¹zana z u¿yciem AdV jest procesem skomplikowa-
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nym, wielostopniowym, anga¿uj¹cym zarówno mechanizmy odpornoœci wrodzonej
jak i nabytej.

Wrodzona reakcja odpornoœciowa, bêd¹ca pierwsz¹ lini¹ obrony, rozwija siê
gwa³townie w ci¹gu 24 h po zaka¿eniu i trwa oko³o czterech dni, znacz¹co wp³y-
waj¹c na czas ekspresji transgenu (12,30). Uwa¿a siê, ¿e jest ona odpowiedzialna za
utratê 70-90% stransdukowanych komórek (31). W przeciwieñstwie do odpornoœci
nabytej, odpornoœæ wrodzona zale¿y od dawki wektora, jest indukowana niezale¿-
nie od ekspresji transgenu i produkcji bia³ek wirusowych, a skierowana jest prze-
ciwko bia³kom kapsydu (30,32). Opiera siê g³ównie na dzia³aniu neutrofili, makrofa-
gów i komórek NK oraz mastocytów i bazofili (33-35). Komórki te ograniczaj¹ trans-
dukcjê zarówno bezpoœrednio, poprzez zabijanie stransformowanych komórek, jak
i poprzez produkcjê cytokin i chemokin, bêd¹cych chemoatraktantami i aktywatora-
mi dla komórek prezentuj¹cych antygen, odpowiedzialnych za powstanie nabytej
reakcji odpornoœciowej (12,30). Do syntetyzowanych lokalnie czynników prozapal-
nych, bêd¹cych podstawowym sk³adnikiem wczesnej odpowiedzi na AdV, nale¿¹:
TNF, IL-6 i IL-8, a ponadto IL-12, IP-10, RANTES, MIP-1�, MIP-2 i MCP-1 (30,34,36).
Cytokiny uwalniane s¹ tak¿e przez inne tkanki, np. komórki nab³onka i œródb³onka,
co zwiêksza naciek neutrofili i nasila reakcjê zapaln¹ (3,7).

Aktywacja produkcji cytokin nie zale¿y od ekspresji genów wektora, lecz jest
najprawdopodobniej efektem samej infekcji AdV (30,31). Wci¹¿ nie wiadomo jed-
nak, co jest bezpoœrednim powodem indukcji – zwi¹zanie przez komórkê kapsy-
dów, ich internalizacja, przejœcie AdV przez cytoplazmê czy ucieczka z endosomu
(30). Nie s¹ równie¿ dok³adnie zbadane szlaki przekazu sygna³u wp³ywaj¹ce na reak-
cjê zapaln¹ oraz odpowiedŸ antywirusow¹ (30). Najwa¿niejsza jest, jak siê wydaje,
aktywacja NF�B, indukowana w obecnoœci kapsydu wirusowego ju¿ w kilkanaœcie
minut lub kilka godzin po zaka¿eniu (7,30,36). Dodatkowo aktywowany mo¿e byæ
równie¿ uk³ad dope³niacza (33).

OdpowiedŸ zapalna polegaj¹ca na uwolnieniu du¿ych iloœci IL-6, IL-12 oraz TNF
pojawia siê oko³o 6 h po zaka¿eniu i zale¿y przede wszystkim od aktywacji makrofa-
gów i komórek dendrytycznych (12,35). Objawia siê silnym naciekiem leukocytów,
g³ównie w w¹trobie, co mo¿e wywo³ywaæ jej nekrozê (11,33,34). W jednej z prób
klinicznych terapii genowej z wykorzystaniem AdV, nag³y wzrost iloœci IL-6 po poda-
niu wektora oraz gwa³townie rozwijaj¹ce siê zapalenie prowadz¹ce do zaburzenia
funkcji wielu organów spowodowa³y œmieræ pacjenta (5,12).

Odpornoœæ nabyta rozwija siê w ci¹gu 5-7 dni po zaka¿eniu, choæ w przypadku
powtórnego podania AdV pojawia siê znacznie szybciej (3,37). Obejmuje ona naciek
limfocytów, produkcjê przeciwcia³ anty-Ad rozpoznaj¹cych bia³ka wirusowe i pro-
wadzi do œmierci stransdukowanych komórek (12,38). Jest ona przynajmniej czê-
œciowo skorelowana z syntez¹ bia³ek wirusowych, które s¹ nastêpnie prezentowane
przez bia³ka MHC klasy I, powoduj¹c powstanie cytotoksycznych limfocytów T (CTL,
ang. cytotoxic lymphocytes), specyficznych wzglêdem bia³ka wirusowego lub transge-
nicznego (12,32). CTL uwalniaj¹ perforyny i prowadz¹ do lizy stransdukowanych ko-
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mórek (7). Na podstawie niektórych badañ sugeruje sie, ¿e synteza bia³ek wiruso-
wych nie jest konieczna do aktywacji CTL, gdy¿ mo¿e ona równie¿ zachodziæ na
skutek dzia³ania pustych kapsydów (36,32). Produkcja bia³ek AdV jest jednak najwa-
¿niejszym czynnikiem odpowiedzialnym za aktywacjê limfocytów Th1, które po-
przez uwalnianie IL-2 i IFN� dodatkowo stymuluj¹ rozwój specyficznych CTL (12,30).

Kolejn¹ przeszkod¹ w osi¹gniêciu trwa³ej ekspresji transgenu jest odpowiedŸ
humoralna uk³adu immunologicznego (9,7). Antygeny wirusowe s¹ prezentowane
przez bia³ka MHC-II, a nastêpnie rozpoznawane przez limfocyty Th2, które poprzez
uwolnienie cytokin takich jak IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10 powoduj¹ ró¿nicowanie limfocy-
tów B w komórki plazmatyczne, produkuj¹ce przeciwcia³a skierowane przeciwko
bia³kom kapsydu (7,12). Choæ przeciwcia³a nie s¹ odpowiedzialne za eliminacjê
stransdukowanych komórek, to op³aszczaj¹ one cz¹stki wirusowe i nasilaj¹ ich fago-
zytozê przez makrofagi, os³abiaj¹c tym samym efektywnoœæ transdukcji, szczegól-
nie przy powtórnym podaniu wektora tego samego serotypu (3,9,12,38). Nale¿y po-
nadto pamiêtaæ, ¿e wiêkszoœæ ludzi posiada ju¿ przeciwcia³a anty-Ad jako efekt in-
fekcji adenowirusami, co sprawia, ¿e ten etap odpowiedzi immunologicznej poja-
wia siê ju¿ przy pierwszym podaniu AdV (7,12). Co wiêcej, rozwija siê równie¿, czê-
sto ignorowana, odpowiedŸ immunologiczna przeciwko samemu transgenowi, któ-
ra znacz¹co wp³ywa na neutralizacjê bia³ka transgenicznego (12,38). Na podstawie
niektórych badañ wskazuje siê, ¿e to w³aœnie immunogennoœæ transgenu, a nie
bia³ek wirusowych, jest g³ównym czynnikiem ograniczaj¹cym czas ekspresji, a sam
transgen mo¿e byæ wrêcz konieczny do aktywacji odpowiedzi limfocytów CTL czy
Th (12).

4. Klasyfikacja wektorów adenowirusowych

Obecnie stosowane i udoskonalane s¹ trzy g³ówne klasy AdV – wektory I gene-
racji, wektory II generacji i wektory III generacji (ang. gutless, gutted, helper-depen-

dent) (rys. 2) (3,6,9).
Modyfikacja genomu adenowirusa maj¹ca na celu otrzymanie AdV pierwszej ge-

neracji polega na wklonowaniu kasety ekspresyjnej zawieraj¹cej transgen, promo-
tor, intron i sygna³ poliadenylacji w miejsce usuniêtego regionu E1 (6,7,8). Stworzo-
ny wektor, na skutek braku genów E1 nie mo¿e siê namna¿aæ w transdukowanych
komórkach i ma znacznie upoœledzon¹ ekspresjê pozosta³ych genów wirusowych
(3,7). Do produkcji (czyli namna¿ania) AdV s³u¿¹ zatem specjalne linie komórkowe
(komórki pakuj¹ce – HEK293, 911, PER.C6), stabilnie stransfekowane regionem E1
i dostarczaj¹ce niezbêdnych aktywatorów in trans (5,6,17).

Genom AdV o d³ugoœci przekraczaj¹cej 105% genomu dzikiego Ad jest niestabil-
ny i podlega rearan¿acji ju¿ przy trzecim lub czwartym pasa¿u. Dlatego wielkoœæ
transgenu, który mo¿e zostaæ umieszczony w wektorze pierwszej generacji �E1, to
ok. 5,1 kb (3,2 kb zajmowane przez region E1 i dodatkowe 2 kb, o które maksymal-
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nie mo¿e zostaæ powiêkszony genom wektora bez ryzyka zmniejszenia miana oraz
szybkoœci namna¿ania AdV). Dodatkowo mo¿liwa jest delecja regionu E3, co zwiêk-
sza dopuszczaln¹ wielkoœæ transgenu o kolejne 3,1 kb (3,4,18). Czasami jednak po-
zostawienie tego regionu mo¿e byæ po¿¹dane, gdy¿ hamuj¹c wywo³an¹ infekcj¹ od-
powiedŸ immunologiczn¹ wyd³u¿a on czas ekspresji transgenu (10,28,33).

Silna aktywacja uk³adu odpornoœciowego zwi¹zana ze stosowaniem wektorów
adenowirusowych pierwszej generacji sprawi³a, ¿e dalszy rozwój AdV poszed³
w kierunku usuwania z genomu wirusa kolejnych fragmentów (4,5,6) (tab.). W ten
sposób powsta³y wektory II generacji, które charakteryzuj¹ siê dodatkowymi dele-
cjami w regionach E2 i E4, ca³kowicie hamuj¹cymi replikacjê i zwiêkszaj¹cymi po-
jemnoœæ AdV do oko³o 14 kb (3,39). Wektory te wywo³uj¹ mniejszy odczyn zapalny
i w niektórych przypadkach pozwalaj¹ na przed³u¿on¹ ekspresjê transgenu. Mniej-
sze jest równie¿ ryzyko rekombinacji prowadz¹cej do powstania wirusów zdolnych
do replikacji (7,39). Do produkcji tych wektorów konieczne s¹ linie pakuj¹ce dostar-
czaj¹ce in trans produkty genów E2 i E4 (3,6).

T a b e l a

Zalety i wady ró¿nych klas wektorów adenowirusowych (na podstawie (3) zmodyfikowane)

Struktura genomu/delecje
Maksymalna

pojemnoœæ
G³ówne wady G³ówne zalety

�E1

�E1, �E3

4 kb

8 kb

krótki czas ekspresji transgenu, silna

odpowiedŸ zapalna

³atwoœæ produkcji

�E1, �E2A, �E3 9 kb trudne do namna¿ania obni¿ony odczyn zapalny

�E1, �E2B, �E3 12 kb wzbudzaj¹ odczyn zapalny zredukowana ostra toksycznoœæ, wyd³u-

¿ona ekspresja transgenu, ³atwe do prze-

skalowania produkcji

E1-, E3-, E4- 10 kb bardzo krótka ekspresja transgenu zredukowany odczyn zapalny

delecja proteazy 4-8 kb ekspresja wszystkich bia³ek wirusowych mo¿liwoœæ replikacji – podwy¿szenie

poziomu ekspresji transgenu

100 K 4-9 kb ekspresja wielu bia³ek wirusowych replikacja podwy¿sza poziom ekspre-

sji transgenu, obni¿ona ekspresja ge-

nów póŸnych, obni¿ona toksycznoœæ

delecja wszystkich

sekwencji koduj¹cych

37 kb trudnoœæ w produkcji du¿ych mian,

zanieczyszczenie wektorem pomocni-

czym

du¿a pojemnoœæ, zredukowana ostra

i chroniczna toksycznoœæ, zwiêkszony

poziom i czas ekspresji transgenu

Inny typ wektorów adenowirusowych to AdV pozbawione proteazy lub genu
100 K. Nie s¹ one defektywne replikacyjnie, ale nie mog¹ produkowaæ funkcjonal-
nych kapsydów. Tote¿ mimo replikacji zrekombinowanego wirusowego DNA za-
wieraj¹cego transgen (a co za tym idzie – zwiêkszenia poziomu ekspresji transge-
nu) nie dochodzi do uwalniania wirionów i lizy komórki (3).
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Wektory III generacji zosta³y pozbawione wszystkich genów wirusowych. Ge-
nom AdV typu gutless sk³ada siê zatem z sekwencji ITR, sekwencji pakuj¹cej �,
wprowadzonego transgenu oraz ewentualnie wype³niacza, czyli odcinka DNA nieza-
wieraj¹cego sekwencji koduj¹cych, ale zapewniaj¹cego odpowiedni¹ d³ugoœæ geno-
mu (3,6,7). Pojemnoœæ wektorów zwiêksza siê w ten sposób do 37 kb (3,5). Ich wad¹
jest skomplikowany proces produkcji i konstrukcji, wymagaj¹cy m.in. u¿ycia wekto-
ra pomocniczego (3,6). Ca³kowite zablokowanie syntezy de novo bia³ek wirusowych
sprawia, ¿e noœniki te wywo³uj¹ bardzo niewielki w porównaniu z wektorami pierw-
szej generacji odczyn zapalny i naciek limfocytarny (4,5). Reakcja immunologiczna
indukowana przez kapsydy AdV nie zostaje jednak przezwyciê¿ona (12). Mimo to
mo¿liwe jest znaczne wyd³u¿enie czasu ekspresji transgenu w porównaniu z AdV
poprzednich generacji (3,40).

5. Podsumowanie

Wektory AdV s¹ zaledwie jedn¹ z wielu metod wprowadzania transgenu do ko-
mórek. Jednak¿e zalety tego typu noœników sprawiaj¹, ¿e w wielu przypadkach s¹
one metod¹ z wyboru stosowan¹ w badaniach nad terapi¹ genow¹. Do licznych za-
let mo¿na równie¿ dodaæ stosunkowo prosty proces produkcji, którego zarys, jak
równie¿ sposoby optymalizacji, zosta³y przedstawione w artykule Produkcja wekto-

rów adenowirusowych pierwszej generacji – optymalizacja metody (41).
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