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The most important features of adenoviral vectors
Summary

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. Wstep

Najpowazniejszym problemem terapii genowej, ograniczajg-
cym mozliwosci jej stosowania, jest uzyskanie odpowiednich no-
$nikow (wektorow) pozwalajacych na wydajne, a jednocze$nie
bezpieczne wprowadzenie materiatu genetycznego do komorek
pacjenta. Nos$niki takie powinny skutecznie wnika¢ do komérek
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docelowych, pozwalajagc na uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji transgenu,
a jednoczesnie nie mogg by¢ cytotoksyczne i immunogenne (1). Wektory niewiruso-
we, zwlaszcza plazmidy wprowadzane jako nagi DNA lub za pomoca kationowych li-
pidow, nie indukujg odpowiedzi odpornosciowej i sg bezpieczne dla organizmu.
Niestety, zwykle sg tez malo wydajne, gdyz nawet po dostaniu sie do komérki
w wiekszoSci sa trawione w endosomach i tylko niewiele z nich wnika do jadra (2,3).

Dostarczanie egzogennego materialu genetycznego do komoérek eukariotycz-
nych jest jednak doskonale znane w przyrodzie — mechanizmy te zostaly doprowa-
dzone do perfekcji w toku ewolucji wiruséow. Nic dziwnego, ze najskuteczniejsze
jak dotad wektory zostaly stworzone poprzez modyfikacje genomow wirusowych.
Dzieki temu uzyskano nos$niki pozwalajgce na efektywng transdukcje komorek oraz
wydajng ekspresje transgenow.

Sposrod stosowanych wektoréow wirusowych najbardziej efektywnymi nosnika-
mi sa wektory adenowirusowe (AdV). Transdukujg one zaréwno komorki dzielgce
sie jak i niedzielgce sie, pozwalajac na silng ekspresje transgenu, a wprowadzony
przez nie DNA nie wbudowuje sie do chromosoméw gospodarza, lecz pozostaje
w jadrze w formie episomalnej. Nie niosg zatem ani zagrozenia mutagenezg inser-
cyjna ani ryzyka transmisji transgenu do linii zarodkowej (4,5). Nos$niki te sg tez sto-
sunkowo pojemne — mozna do nich wbudowa¢ DNA o diugosci 7-9 kb (w przypad-
ku wektoréow typu gutless nawet do 37 kb), co umozliwia wprowadzenie transgenu
z pelng kasetg ekspresyjna, a takze dotaczenie dodatkowych elementéw regulatoro-
wych (3,5,6). W przeciwienstwie do infekcji adenowirusem dzikiego typu transduk-
cja wektorem adenowirusowym nie prowadzi do $mierci komérki (7,8). Co bardzo
wazne, AdV moga by¢ do$¢ tatwo namnazane do wysokich mian, a ich produkgcja jest
stosunkowo niedroga (8,9). Niestety, nosniki te majg tez powazne wady — sg silnie
immunogenne, w wysokich dawkach réwniez cytotoksyczne (3,10,11).

Indukcja odpowiedzi uktadu odpornosciowego przez biatka kapsydu wektora
jest gtownym czynnikiem ograniczajgcym wykorzystywanie AdV do dostarczania
gendw in vivo, zwlaszcza w prébach klinicznych (3,4,11), wymagajacych zachowa-
nia szczegolnie duzej ostroznosci (5,12). Ponadto, aktywowane limfocyty T cyto-
toksyczne rozpoznajace biatka wirusowe moga wybioérczo niszczy¢ stransdukowa-
ne komorki, a co za tym idzie przyczynia¢ sie do krotkotrwalej ekspresji transge-
nu i ostabienia efektu terapeutycznego (12). Nalezy jednak pamieta¢, ze w wielu
przypadkach aktywacja ukladu immunologicznego moze by¢ tolerowana lub jest
wrecz pozadana, a czesto do osiggniecia trwatego efektu terapeutycznego wystar-
czy krotkotrwata ekspresja leczniczego transgenu. Tak jest np. w prébach leczenia
nowotworow za pomocg terapii samobdjczej, przy podawaniu szczepionek DNA,
pobudzaniu proceséw zwigzanych z gojeniem sie ran, czy indukcji angiogenezy
(13-15). W efekcie AdV po kilku latach pozostawania na drugim miejscu, za wekto-
rami retrowirusowymi, sg obecnie najczesciej stosowanymi nos$nikami w klinicz-
nych prébach terapii genowej (patrz: www.wiley.co.uk/genmed/clinical/, dane z ro-
ku 2006).
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Immunogennos$¢ nie ma zadnego znaczenia przy transformacji hodowli komor-
kowych, totez wektory adenowirusowe sa doskonalymi no$nikami do wprowadza-
nia transgenow do komoérek inkubowanych in vitro — takze tych, ktoére sg trudne do
transfekcji lub transdukcji innymi metodami. Transfer genéw za pomoca AdV wyko-
rzystuje sie powszechnie w badaniach fizjologii i patofizjologii komorek, a takze do
produkgji biatek rekombinowanych (4,16,17). O skutecznos$ci wektorow $wiadczy
fakt, ze nawet 20-40% biatka produkowanego przez stransdukowang komérke, to
bialko kodowane przez transgen (4).

2. Proces infekcji

Adenowirusy (Ad) sg cytolitycznymi, niegroznymi dla czlowieka wirusami, wy-
wolujacymi najczesciej fagodne infekcje uktadu oddechowego, zapalenie spojéwek
lub zatrucia pokarmowe (4,5,8). W niektérych przypadkach, jak sie wydaje, moga
przyczynia¢ sie do rozwoju kardiomiopatii idiopatycznej czy infekcji watroby
(4,15,18). Okoto 50% populacji ludzkiej ma przeciwciala przeciwko adenowirusom,
co $wiadczy o powszechnosci zakazen (19). Obecnie znanych jest 51 serotypow Ad,
podzielonych na 6 podgrup (klasy A-F) (7,20). Najlepiej scharakteryzowano serotypy
2 (Ad2) i 5 (Ad5), nalezgce do klasy C i to gtéwnie one uzywane sg do produkcji AdV
(6,21).

Adenowirusy to wirusy bezotoczkowe, posiadajgce ikozedralny kapsyd o $redni-
cy ok. 70-100 nm. Kapsyd zbudowany jest z trzech gtéwnych typow biatek — hekso-
nowego, pentonowego i wiékna zakonczonego gatka oraz licznych, dodatkowych
biatek (rys. 1) (5,7). Genom adenowiruséw to linearny, dwuniciowy DNA o dlugosci
okoto 36 kb. Na jego koncach znajduja sie sekwencje ITR (ang. internal terminal repe-
ats) stuzace jako miejsce startu replikacji, a blisko jednego z nich lezy sygnat pako-
wania DNA do kapsydu — sekwencja . DNA polaczony jest z biatkiem terminal-
nym, odpowiedzialnym za transport wirusowego DNA do odpowiedniego miejsca
w jadrze komorki, gdzie zajdzie jego transkrypcja. Inne biatka wchodzgce w sktad
kapsydu to proteaza umozliwiajgca uwolnienie DNA z kapsydu podczas infekgcji oraz
biatka upakowujace DNA i taczace je z kapsydem (7,8,21).

Genom adenowirusa (rys. 2) ma kilka otwartych ramek odczytu i koduje 50-70
biatek (4,21). Mozna w nim wyr6zni¢ geny wczesne (ang. early, geny E1A i E1B, E2,
E3, E4) i pozne (ang. late, geny L1-L5), w zalezno$ci od tego czy ulegajg transkrypgji
przed czy po replikacji wirusowego DNA (7,8). Pierwsza, wczesna faza infekgji, obej-
mujgca wnikniecie wirusa do komorki, wejscie wirusowego DNA do jadra oraz tran-
skrypcje i translacje genéw wczesnych, trwa w komoérkach permisywnych 6-8 h. P6z-
na faza infekcji, obejmujaca replikacje, a nastepnie ekspresje genéw po6znych oraz
dojrzewanie wirionéw zajmuje dalsze 4-6 h (7).
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Rys. 1. Schemat organizacji genomu Ad5. Strzalki prezentujg kierunki transkrypcji genéw wcze-
snych (E) i p6znych (L), jak rowniez tzw. gendéw przejSciowych plX, IV2a, ktére cho¢ znajduja sie pod
kontrola MLP sa transkrybowane na wczesnym etapie infekcji. Wszystkie transkrypty, z wyjatkiem pIX
podlegaja alternatywnemu skiadaniu. Do rozpoczecia replikacji konieczne sg ITR (ang. inverted terminal
repeats), a ¥ jest sygnatem pakowania DNA do kapsydu (na podstawie (8) zmodyfikowane).

E2 E4
E1 E3

A

Ad — schemat genomu
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pojemnosé:
o .
pierwszej N
generaciji ~8,2 kb
AE1 + AE3
(3,2 kb) (3,1 kb)
drugiej
AdV < genoraci TRV ] ~14 kb
AE1 + AE2a + AE2b + AE3 + AE4
(3,2kb) (1,8kb) (1,6kb) (3,1 kb)(2,8 kb)
trzeciej
generacji TR[ ¥ {ITR] ~ 37 kb

Rys. 2. Schemat genomu adenowirusa (Ad), oraz genoméw wektoréw pierwszej, drugiej i trzeciej
generacji (na podstawie (6) zmodyfikowane).
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Infekcja adenowirusowa rozpoczyna sie od interakgji biatka gatki z btong komor-
kowa, a konkretnie ze znajdujgcym sie na jej powierzchni receptorem o duzym po-
winowactwie — CAR (ang. coxsackie-adenovirus receptor) (7,22) Jest to receptor kon-
serwatywny, wystepujacy rowniez na komorkach innych gatunkéw, dzieki czemu
mozna infekowa¢, np. komorki mysie ludzkimi serotypami adenowirusow (23).
Prawdopodobnie istniejg réwniez inne receptory, do ktérych moga wiazac sie kap-
sydy adenowirusowe. W ostatnich badaniach wykazano na przyktad, ze Ad37 jest
rozpoznawany przez receptor sjaloglikanowy, co moze ttumaczy¢ jego utatwione
whnikanie do spojowki (24,25). Warto wspomniec, ze podobienstwa w budowie CAR
i MHC-I (gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej 1) sktaniaja niektorych badaczy do
przypuszczen, ze biatka MHC-1 moga odgrywac role w procesie infekcji adenowiru-
sowej (26).

Nie odkryto, jak dotad, zadnych szlakéw przekazu sygnatu, ktore bytyby aktywo-
wane przez receptor CAR, totez, jak sie wydaje, nie jest on konieczny do samej in-
ternalizacji kapsydu (25). Niezbedna do wnikniecia adenowirusa do komoérki jest na-
tomiast interakcja miedzy motywem RGD biatka pentonowego kapsydu, a integry-
nami owP3, ayPs lub oyPy (24,25). Indukuje ona szlaki przekazu sygnatu dziatajgce
poprzez kinaze PI-3K, ktére z kolei wywoluja zmiany w cytoszkielecie (7,24). Nie
wiadomo czy oddzialywanie CAR i integryn ze swoimi ligandami nastepuje jedno-
cze$nie czy sekwencyjnie, cho¢ ta druga mozliwos¢ jest, jak sie wydaje, bardziej
prawdopodobna (25). Obecnos$¢ receptorow w bionie komérkowej to czynnik bez-
posrednio determinujacy wydajnos¢ z jakg wektory adenowirusowe infekuja dana
tkanke i linie komorkowa (27).

Interakcja biatek kapsydu z receptorami powierzchniowymi pociagga za sobg en-
docytoze poprzez pecherzyki oplaszczone klatryng, cho¢ przy wysokich wielokrot-
nosciach infekcji (MOI, ang. multiplicity of infection) mozliwa jest rowniez endocytoza
poprzez pecherzyki nieopfaszczone lub makropinocytoza (7,24). W endosomie kap-
syd jest czesSciowo degradowany przy udziale wirusowej proteazy. Nie dochodzi
jednak do jego catkowitego zniszczenia przez proteazy lizosomalne, gdyz wirus wy-
dostaje sie do cytoplazmy. Warunkiem koniecznym do ucieczki adenowirusa z en-
dosomu jest niskie pH, a dodatkowym czynnikiem ufatwiajgcym permeabilizacje
btony endosomalnej jest integryna o35 potaczona z pentonowym biatkiem kapsydu
(24).

Po ucieczce z endosomu, czesciowo zdezintegrowany wirion zostaje skierowany
ku porom jadrowym, z wykorzystaniem komoérkowego systemu transportu miedzy
mitochondrium a jadrem (7,24) Bialka heksonowe pozostajg przed btong jadrowa,
a DNA wchodzi do $rodka przez pory otoczki jadrowej, wykorzystujac laminine B,
importyny i biatka hsp70 (7,24). Proces wejscia wirusa do komérki trwa od 15 min
do 1h (4,7), a zaraz po nim zachodzi transkrypcja wirusowego DNA (4).

W przypadku adenowirusow typu dzikiego, jako pierwszy transkrypgcji ulega re-
gion E1 — juz po 45 minutach od kontaktu z komé6rka pojawiajg sie jego mRNA (4).
Biatka kodowane przez ten region wprowadzaja komérke gospodarza w faze S, od-
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powiednig do efektywnego namnazania sie wirusa i umozliwiajg ekspresje kolej-
nych genéw wirusowych (8,21). Ponadto, geny regionu E1B przeciwdzialajg wejsciu
komorki na droge apoptozy poprzez blokowanie proapoptotycznych czynnikow
transkrypcyjnych, miedzy innymi p53 (4,7). Geny regionu E1A moga jednak wywie-
rac takze przeciwny wplyw na biatko p53, zwiekszajac jego synteze i stabilnos¢ (7).

Transaktywacja regionu E2 jest mozliwa dzieki produktom regionu E1, a biatka
kodowane przez region E2 s3 z kolei konieczne do replikacji genomu adenowirusa
(3,4). Sg to m.in. polimeraza, bialko wigzace ssDNA (DBP, ang. DNA binding protein)
i biatko preterminalne (pTP, ang. pre-terminal protein). Replikacja zachodzi okoto
5-6 h po zakazeniu (7,8).

Region E3 koduje m.in. adenowirusowe biatko $Smierci (ADP, ang. adenoviral de-
ath protein), ulatwiajace lize komorki i uwolnienie wirionéw potomnych (7,8). Kodu-
je takze biatko gp19K, ktére zmniejsza cytotoksyczng i humoralng odpowiedz ko-
morki na infekcje (18,28). Hamuje ono dziatanie biatek MHC I, zapobiegajac ich
transportowi na powierzchnie komérki i op6znia aktywacje czynnika NFkB, zmniej-
szajac synteze mediatoréw prozapalnych (7,18). W rezultacie biatka regionu E3
ostabiajg obronng odpowiedz komorki, ktora mogtaby ograniczy¢ rozprzestrzenia-
nie sie wirusa (18).

Produkty regionu E4 biorg udziat w metabolizmie wirusowego mRNA i promuja
replikacje wirusowego DNA przy jednoczesnym zablokowaniu syntezy bialek ko-
moérkowych. Wraz z biatkami E1B inaktywuja biatko p53, przeciwdziatajagc apopto-
zie (7).

Geny p6zne kodujg biatka kapsydu i rdzenia. Znajduja sie one pod wspélna kon-
trolg promotora MLP (ang. major late promotor) i powstaja dzieki alternatywnemu
sktadaniu jednego transkryptu (7,8). MLP jest wyciszony podczas transkrypcji ge-
néw E, a ekspresja gendw péznych moze przebiegac, gdy genom wirusa ulegnie juz
replikacji (czyli okoto 12-36 h po zakazeniu), dzieki aktywacji promotora przez pro-
dukty genow wczesnych (3,7). Zreplikowany DNA wnika do niedojrzatego kapsydu,
po czym dzieki procesom proteolitycznym formowana jest dojrzata czastka wiruso-
wa (4,7). Proces pakowania genomu adenowirusowego do kapsydu odbywa sie
w jadrze i zalezy od znajdujacej sie w DNA wirusa sekwencji ¥ (7,21). Nastepnie do-
chodzi do zniszczenia otoczki jadrowej, przedostania sie wirionéw do cytoplazmy,
dezintegracji plazmalemmy i uwolnienia wiruséw z komorki (7). Liza komorki ma
miejsce 24-36 h po zakazeniu i prowadzi do uwolnienia 103-10° wirionéw (4,5).

3. OdpowiedZ immunologiczna wywolana podaniem AdV

Najwazniejsze czynniki ograniczajgce stosowanie AdV w terapii genowe;j to reak-
cja zapalna, bedaca gtéwnym powodem zaniku ekspresji transgenu, oraz produkcja
przeciwciat uniemozliwiajacych powtorne podanie wektora (3,11,12,29). Indukcja
odpowiedzi immunologicznej zwigzana z uzyciem AdV jest procesem skomplikowa-
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nym, wielostopniowym, angazujagcym zaré6wno mechanizmy odpornos$ci wrodzonej
jak i nabyte;j.

Wrodzona reakcja odpornosciowa, bedgca pierwsza liniag obrony, rozwija sie
gwattownie w ciagu 24 h po zakazeniu i trwa okofo czterech dni, znaczaco wpty-
wajac na czas ekspresji transgenu (12,30). Uwaza sie, Ze jest ona odpowiedzialna za
utrate 70-90% stransdukowanych komérek (31). W przeciwienstwie do odpornosci
nabytej, odporno$¢ wrodzona zalezy od dawki wektora, jest indukowana niezalez-
nie od ekspresji transgenu i produkgcji biatek wirusowych, a skierowana jest prze-
ciwko biatkom kapsydu (30,32). Opiera sie gléwnie na dziataniu neutrofili, makrofa-
gow i komérek NK oraz mastocytéw i bazofili (33-35). Komorki te ograniczajg trans-
dukcje zarowno bezposrednio, poprzez zabijanie stransformowanych komoérek, jak
i poprzez produkcje cytokin i chemokin, bedacych chemoatraktantami i aktywatora-
mi dla komorek prezentujgcych antygen, odpowiedzialnych za powstanie nabytej
reakcji odpornosciowej (12,30). Do syntetyzowanych lokalnie czynnikéw prozapal-
nych, bedacych podstawowym skiadnikiem wczesnej odpowiedzi na AdV, naleza:
TNF, IL-6 i IL-8, a ponadto IL-12, IP-10, RANTES, MIP-1a, MIP-2 i MCP-1 (30,34,36).
Cytokiny uwalniane sg takze przez inne tkanki, np. komorki nabtonka i srodbfonka,
co zwieksza naciek neutrofili i nasila reakcje zapalna (3,7).

Aktywacja produkgcji cytokin nie zalezy od ekspresji genéw wektora, lecz jest
najprawdopodobniej efektem samej infekcji AdV (30,31). Wcigz nie wiadomo jed-
nak, co jest bezposrednim powodem indukcji — zwigzanie przez komérke kapsy-
dow, ich internalizacja, przejscie AdV przez cytoplazme czy ucieczka z endosomu
(30). Nie sg rowniez doktadnie zbadane szlaki przekazu sygnatu wptywajace na reak-
cje zapalng oraz odpowiedz antywirusowa (30). Najwazniejsza jest, jak sie wydaje,
aktywacja NFkB, indukowana w obecnosci kapsydu wirusowego juz w kilkanascie
minut lub kilka godzin po zakazeniu (7,30,36). Dodatkowo aktywowany moze by¢
rowniez ukfad dopetniacza (33).

Odpowiedz zapalna polegajaca na uwolnieniu duzych ilosci IL-6, IL-12 oraz TNF
pojawia sie okoto 6 h po zakazeniu i zalezy przede wszystkim od aktywacji makrofa-
gow i komorek dendrytycznych (12,35). Objawia sie silnym naciekiem leukocytow,
glownie w watrobie, co moze wywotywac jej nekroze (11,33,34). W jednej z préb
klinicznych terapii genowej z wykorzystaniem AdV, nagty wzrost ilosci IL-6 po poda-
niu wektora oraz gwaltownie rozwijajace sie zapalenie prowadzace do zaburzenia
funkcji wielu organow spowodowaly $mier¢ pacjenta (5,12).

Odpornos$¢ nabyta rozwija sie w ciggu 5-7 dni po zakazeniu, cho¢ w przypadku
powtoérnego podania AdV pojawia sie znacznie szybciej (3,37). Obejmuje ona naciek
limfocytéw, produkcje przeciwcial anty-Ad rozpoznajacych biatka wirusowe i pro-
wadzi do $mierci stransdukowanych komoérek (12,38). Jest ona przynajmniej cze-
Sciowo skorelowana z syntezg bialek wirusowych, ktére sg nastepnie prezentowane
przez biatka MHC klasy I, powodujac powstanie cytotoksycznych limfocytéow T (CTL,
ang. cytotoxic lymphocytes), specyficznych wzgledem biatka wirusowego lub transge-
nicznego (12,32). CTL uwalniaja perforyny i prowadzg do lizy stransdukowanych ko-
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morek (7). Na podstawie niektorych badan sugeruje sie, ze synteza biatek wiruso-
wych nie jest konieczna do aktywacji CTL, gdyz moze ona réwniez zachodzi¢ na
skutek dziafania pustych kapsydow (36,32). Produkcja biatek AdV jest jednak najwa-
zniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za aktywacje limfocytéow Th1, ktore po-
przez uwalnianie IL-2 i [FNy dodatkowo stymulujg rozwoj specyficznych CTL (12,30).

Kolejng przeszkoda w osiagnieciu trwatej ekspresji transgenu jest odpowiedz
humoralna ukfadu immunologicznego (9,7). Antygeny wirusowe sg prezentowane
przez biatka MHC-II, a nastepnie rozpoznawane przez limfocyty Th2, ktére poprzez
uwolnienie cytokin takich jak IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10 powodujg r6znicowanie limfocy-
tow B w komorki plazmatyczne, produkujgce przeciwciala skierowane przeciwko
biatkom kapsydu (7,12). Cho¢ przeciwciala nie s3 odpowiedzialne za eliminacje
stransdukowanych komérek, to optaszczaja one czastki wirusowe i nasilajg ich fago-
zytoze przez makrofagi, osfabiajac tym samym efektywnos$¢ transdukgji, szczegdl-
nie przy powtérnym podaniu wektora tego samego serotypu (3,9,12,38). Nalezy po-
nadto pamietaé, ze wiekszosc¢ ludzi posiada juz przeciwciata anty-Ad jako efekt in-
fekcji adenowirusami, co sprawia, ze ten etap odpowiedzi immunologicznej poja-
wia sie juz przy pierwszym podaniu AdV (7,12). Co wiecej, rozwija sie rowniez, cze-
sto ignorowana, odpowiedz immunologiczna przeciwko samemu transgenowi, kto-
ra znaczgco wplywa na neutralizacje biatka transgenicznego (12,38). Na podstawie
niektorych badan wskazuje sie, ze to wlasnie immunogennos¢ transgenu, a nie
bialek wirusowych, jest glownym czynnikiem ograniczajgcym czas ekspresji, a sam
transgen moze by¢ wrecz konieczny do aktywacji odpowiedzi limfocytow CTL czy
Th (12).

4. Klasyfikacja wektoréw adenowirusowych

Obecnie stosowane i udoskonalane sg trzy gtéwne klasy AdV — wektory | gene-
racji, wektory Il generacji i wektory Ill generacji (ang. gutless, gutted, helper-depen-
dent) (rys. 2) (3,6,9).

Modyfikacja genomu adenowirusa majaca na celu otrzymanie AdV pierwszej ge-
neracji polega na wklonowaniu kasety ekspresyjnej zawierajgcej transgen, promo-
tor, intron i sygnatl poliadenylacji w miejsce usunietego regionu E1 (6,7,8). Stworzo-
ny wektor, na skutek braku genéw E1 nie moze sie namnaza¢ w transdukowanych
komoérkach i ma znacznie uposledzong ekspresje pozostatych genéw wirusowych
(3,7). Do produkgji (czyli namnazania) AdV stuza zatem specjalne linie komérkowe
(komorki pakujgce — HEK293, 911, PER.C6), stabilnie stransfekowane regionem E1
i dostarczajace niezbednych aktywatorow in trans (5,6,17).

Genom AdV o dlugosci przekraczajacej 105% genomu dzikiego Ad jest niestabil-
ny i podlega rearanzacji juz przy trzecim lub czwartym pasazu. Dlatego wielko$¢
transgenu, ktéry moze zosta¢ umieszczony w wektorze pierwszej generacji AE1, to
ok. 5,1 kb (3,2 kb zajmowane przez region E1 i dodatkowe 2 kb, o ktére maksymal-
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nie moze zosta¢ powiekszony genom wektora bez ryzyka zmniejszenia miana oraz
szybkosci namnazania AdV). Dodatkowo mozliwa jest delecja regionu E3, co zwiek-
sza dopuszczalng wielkos¢ transgenu o kolejne 3,1 kb (3,4,18). Czasami jednak po-
zostawienie tego regionu moze by¢ pozadane, gdyz hamujac wywotang infekcja od-
powiedZ immunologiczng wydiuza on czas ekspresji transgenu (10,28,33).

Silna aktywacja ukfadu odporno$ciowego zwigzana ze stosowaniem wektoréow
adenowirusowych pierwszej generacji sprawita, ze dalszy rozwdéj AdV poszedt
w kierunku usuwania z genomu wirusa kolejnych fragmentéw (4,5,6) (tab.). W ten
sposob powstaty wektory Il generacji, ktére charakteryzuja sie dodatkowymi dele-
cjami w regionach E2 i E4, calkowicie hamujacymi replikacje i zwiekszajacymi po-
jemnos$¢ AdV do okoto 14 kb (3,39). Wektory te wywotujag mniejszy odczyn zapalny
i w niektorych przypadkach pozwalaja na przedtuzong ekspresje transgenu. Mniej-
sze jest rowniez ryzyko rekombinacji prowadzacej do powstania wirusé6w zdolnych
do replikagji (7,39). Do produkgji tych wektoréw konieczne sg linie pakujace dostar-
czajace in trans produkty genéw E2 i E4 (3,6).

Tabela
Zalety i wady réinych klas wektoréw adenowirusowych (na podstawie (3) zmodyfikowane)
Struktura genomuy/delecje Malfsymalga Glowne wady Glowne zalety
pojemno$é
AE1 4 kb krotki czas ekspresji transgenu, silna| tatwos¢ produkeji
AE1, AE3 8 kb odpowiedZ zapalna
AEl, AE2A, AE3 9 kb trudne do namnazania obnizony odczyn zapalny
AE1, AE2B, AE3 12 kb wzbudzaja odczyn zapalny zredukowana ostra toksycznos¢, wydtu-
zona ekspresja transgenu, tatwe do prze-
skalowania produkeji
El-, E3-, E4- 10 kb bardzo krotka ekspresja transgenu | zredukowany odczyn zapalny
delecja proteazy 4-8 kb ekspresja wszystkich biatek wirusowych | mozliwos¢ replikacji — podwyzszenie
poziomu ekspresji transgenu
100 K 4-9 kb ekspresja wielu biatek wirusowych | replikacja podwyzsza poziom ekspre-
sji transgenu, obnizona ekspresja ge-
néw poznych, obnizona toksycznosé
delecja wszystkich 37 kb trudno$¢ w produkeji duzych mian,| duza pojemnos¢, zredukowana ostra
sekwencji kodujacych zanieczyszczenie wektorem pomocni-| i chroniczna toksycznos¢, zwigkszony
czym poziom i czas ekspresji transgenu

Inny typ wektorow adenowirusowych to AdV pozbawione proteazy lub genu
100 K. Nie sg one defektywne replikacyjnie, ale nie moga produkowa¢ funkcjonal-
nych kapsydéw. Totez mimo replikacji zrekombinowanego wirusowego DNA za-
wierajacego transgen (a co za tym idzie — zwiekszenia poziomu ekspresji transge-
nu) nie dochodzi do uwalniania wirionéw i lizy komorki (3).

30 PRACE PRZEGLADOWE



Najwazniejsze cechy wektorow adenowirusowych

Wektory IIl generacji zostaly pozbawione wszystkich genéw wirusowych. Ge-
nom AdV typu gutless sktada sie zatem z sekwencji ITR, sekwencji pakujacej ‘P,
wprowadzonego transgenu oraz ewentualnie wypelniacza, czyli odcinka DNA nieza-
wierajacego sekwencji kodujacych, ale zapewniajacego odpowiednia dtugos¢ geno-
mu (3,6,7). Pojemnos$¢ wektorow zwieksza sie w ten sposéb do 37 kb (3,5). Ich wadg
jest skomplikowany proces produkgji i konstrukcji, wymagajacy m.in. uzycia wekto-
ra pomocniczego (3,6). Catkowite zablokowanie syntezy de novo biatek wirusowych
sprawia, ze nosniki te wywolujg bardzo niewielki w poréwnaniu z wektorami pierw-
szej generacji odczyn zapalny i naciek limfocytarny (4,5). Reakcja immunologiczna
indukowana przez kapsydy AdV nie zostaje jednak przezwyciezona (12). Mimo to
mozliwe jest znaczne wydtuzenie czasu ekspresji transgenu w poréwnaniu z AdV
poprzednich generagji (3,40).

5. Podsumowanie

Wektory AdV sg zaledwie jedng z wielu metod wprowadzania transgenu do ko-
moérek. Jednakze zalety tego typu no$nikow sprawiajg, ze w wielu przypadkach sg
one metoda z wyboru stosowang w badaniach nad terapig genowa. Do licznych za-
let mozna réwniez doda¢ stosunkowo prosty proces produkgcji, ktérego zarys, jak
rowniez sposoby optymalizacji, zostaly przedstawione w artykule Produkcja wekto-
row adenowirusowych pierwszej generacji — optymalizacja metody (41).
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