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Streszczenie

Opracowanie skutecznych i bezpiecznych sposoboéw wprowadzania gendw do zyjacych komorek daje mozliwos¢ zbadania
molekularnych mechanizméw funkcji osrodkowego uktadu nerwowego, a takze daje nadzieje na terapi¢ genowa nieuleczal-
nych dzi$ chordb o podtozu genetycznym. Podstawa obecnie stosowanych technologii sg tzw. wektory, czyli nosniki genow.
Najwigcej nadziei poktada si¢ w wektorach wirusowych, czyli tak zmodyfikowanych wirusach, aby nie miaty zdolnosci
namnazania si¢, a wigc byly niegrozne dla organizmu, a zarazem zeby byty skuteczne we wprowadzaniu do komorek doce-
lowych badanego transgenu. Do przenoszenia gendw do dojrzatych komorek nerwowych najczesciej uzywa si¢ wektorow
pochodzacych od wirusdw opryszczki (HSV), od adenowirusow, od parwowirusow oraz od lentiwirusow.

Wirusowe nosniki genéw w neurobiologii

Wprowadzanie gendw do komodrek umozliwia bez-
posrednig analiz¢ funkcji i efektu terapeutycznego da-
nego biatka w zywym organizmie. Technika ta przycia-
gneta uwage ze wzgledu na mozliwos¢ odpowiedzenia
na fundamentalne pytania w biologii oraz ze wzgledu
na mozliwo$¢ leczenia chordb uwarunkowanych ge-
netycznie jak i nabytych, gdy te zwigzane sa z nieod-
powiednim poziomem biatka. Zastosowanie transferu
gendw nie jest ograniczone do terapii genowej chorob
dziedzicznych. Technika ta moze by¢ takze wykorzysta-
na do zmiany i wprowadzenia nowych funkcji komorek
w nadziei, ze bedzie to korzystne. Poza tym wektory
wirusowe wykorzystuje si¢ w terapii komorkowej ex
vivo, do przyzyciowego wyznaczania neurondw osrod-
kowego uktadu nerwowego, a takze do otrzymywania
transgenicznych zwierzat.

Dostarczenie i ekspresja transgenu zalezy od efek-
tywnosci, specyficznosci i bezpieczenstwa wekto-
ra, ktory wprowadza gen do jadra komodrkowego.
Wektory mozna podzieli¢ na wirusowe i niewirusowe.
Wektory wirusowe wykorzystuja wewnetrzny poten-
cjal wirusdbw do wprowadzania swojego materiatu
genetycznego, DNA lub RNA, do jadra komorki go-
spodarza. Ta umiejetnoS¢ sprawia, ze wirusy sg sku-
tecznym narzedziem do wprowadzania egzogennego
DNA do szerokiego zakresu rodzajow komorek. Od
lat 1980-tych rozwijanych jest kilka systemow wek-
toroOw wirusowych, z ktorych kazdy ma swoje zalety
1 ograniczenia.

Wektory niewirusowe natomiast oparte sg na komor-
kowym pobieraniukompleksow bioorganicznych. Niska
efektywnos¢ transferu gendw tymi metodami in vivo
jest wielkim ograniczeniem technik niewirusowych.

Typy wektorow wirusowych

Dotychczas opierano si¢ gtdwnie na czterech wiru-
sach tworzac wektory do wprowadzania egzogennych
gendOw bezposrednio do uktadu nerwowego: wirus
opryszczki (herpes simplex virus, HSV), adenowirus
(Ad), parwowirus - zwigzany z adenowirusem (adeno-
associated virus, AAV) oraz lentiwirus.

Pierwszy wektor wirusowy, ktoéry umozliwit bez-
posrednig manipulacje genetyczng w uktad nerwo-
wy, oparty byt na HSV. Wirus ten zostat wybrany ze
wzgledu na swoja neurotropiczng natur¢ oraz zdol-
nos¢ do pozostawania w stanie latencji w neuronach
przez diugi czas. W 1993 roku pokazano, ze adenowi-
rus moze stuzy¢ za wektor dla uktadu nerwowego (Le
Gal La Salle i wsp. 1993). Do tamtego roku adenowi-
rusy byty przede wszystkim uzywane do transdukcji
komorek uktadu oddechowego — naturalnej tkanki do-
celowej adenowirusoOw (Rosenfeld i wsp. 1992). Dwa
lata p6zniej ukazaty si¢ AAV jako wektory dla uktadu
nerwowego (Kaplitt i wsp. 1994), a w 1996 pokazata
si¢ pierwsza praca oparta na wektorze lentiwiruso-
wym (Naldini i wsp. 1996).

Omawiane systemy wektordow moga by¢ przypisa-
ne dwém gléwnym rodzajom: rekombinowanym i de-
fektywnym wektorom wirusowym. Rekombinowany
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wektor wirusowy nosi obcy gen we wlasnym geno-
mie. Insercja obcego genu osiggana jest przez rekom-
binacj¢ homologiczng i wynika delecja jednego lub
wigcej gendw wirusa, niezbednych do jego replikacji.
Rekombinowany wektor wirusowy moze by¢ namno-
zony w komorkach, ktore posiadajg ulegajace ekspresji
geny usunig¢te z wirusa. Przyktadem wektordw rekom-
binowanych sg wektory adenowirusowe oraz niektore
wektory HSV (Tabela 1).

Defektywne wektory wirusowe istniejg dzigki
temu, ze replikacja jak i pakowanie genomu wiru-
sa do kapsydu jest zarzadzane przez mate sekwencje
nie kodujgce bialek, dziatajace cis w genomie wiru-
sa. Wprowadzenie takich sekwencji cis do plazmidu
zawierajacego obcy gen skutkuje zapakowaniem tego
plazmidu do kapsydu w obecnosci wirusa pomocni-
czego. Wektory HSV oparte na amplikonie oraz AAV
sq przyktadami defektywnych wektorow wirusowych.
Istotng roznicg pomigdzy wektorami rekombinowany-
mi oraz defektywnymi jest fakt, ze wektory rekombi-
nowane utrzymuja wiele ze swoich naturalnych genéw,
podczas gdy wektory defektywne nie posiadaja zad-
nych takich gendow oprocz sekwencji umozliwiajacych
pakowanie do kapsydu.

Wektory wirusa opryszczki HSV

Genom wirusa HSV jest liniowg, dwuniciowg cza-
steczkg DNA o dtugosci 152 kb. Po infekcji komorek
nabtonka natywnym wirusem HSV zachodzi ekspresja
kaskady genow wirusa, ktora prowadzi do produkcji
wirusa. Wyprodukowane wirusy mogg wejs¢ do wy-
pustek neurondéw czuciowych unerwiajacych okolice
zainfekowang pierwotnie. Nastepuje wtedy transport
wsteczny wzdluz neurytu do jadra ciata neuronu. Tam
wirus moze wywola¢ infekcje lityczng lub latentna.
W infekcji latentnej genom wirusa zostaje zwigzany z
biatkami histonowymi tworzac strukture chromatyno-
podobng i nastgpnie zachodzi ekspresja gendw LAT
(latency-associated transcripts). Okres latencji moze
trwal przez cate zycie gospodarza, ale stres, Srodki
farmakologiczne oraz promieniowanie ultrafioletowe
moga indukowa¢ infekcje lityczng. Wtedy eksprymo-
wane s3 trzy klasy gendow: IE (immediate-early), E
(early) oraz L (late). Efektywny system wektora moze
byc¢ stworzony tylko przez wymuszenie stabilnej laten-
cji i uniemozliwienie nastgpienia cytotoksycznego cy-
klu litycznego przez zmutowanie lub usunigcie genow
IE, a w szczegdlnosci ICP4 i ICP27. Jednakze okazato

Tabela 1

Poréwnanie najczgsciej wykorzystywanych wektorow wirusowych

Wektory
Whasciwosci i
Adenow1rusque HSV lentiwirusowe AAV
1. generacji

Rozmiar genomu wirusa 36 kb 152 kb 7 kb 4,7 kb
Maksymalna wielko$¢ insertu ~8 kb 15 kb 7-9 kb ~4 kb
Srednica 80 nm 200 nm 80 nm 20 nm

. , . . . episomalny /
Wektor w jadrze komdrkowym episomalny episomalny zintegrowany Zintegrowany
Wektor}.f defektywne / rekombinowane defektywne defektywne defektywne
rekombinowane
Otrzymywane stgzenie maks. wysokie wysokie niskie Srednie
(czast. wirusa / ml) 1012 10% 10%-10¢ 108-10°
Podziaty komorek gospodarza nie wymagane
Immunogennos¢ wektora wysoka / niska wysoka niska niska
Zameczyszc'zeme wirusem dzikim minimalne tak / nie brak minimalne
lub pomocniczym
Efektywnos¢ transdukcji in vivo wysoka Srednia Srednia Srednia-wysoka
czas trwania ekspresji transgenu tygodnie - miesigce dni dlugotrwata dlugotrwata




si¢, ze takie mutanty powoduja nekrozg wokdt miejsca
iniekcji z powodu cytotoksycznego nagromadzania si¢
produktow pozostatych genow IE.

Obok cytotoksyczno$ci najwigkszym problemem
wektorow HSV jest krotki czas trwania ekspresji wpro-
wadzonego genu. Ekspresja genu reporterowego, LacZ,
w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym
trwata nie dtuzej niz 4 dni, gdy wrekombinowano go w
miejsce genu kinazy tymidynowej (tk), zbednego, gdy
gospodarzem jest komodrka eukariotyczna, pod promo-
torem tk, ICP4 lub ICP8. Pod promotorem LAT ekspre-
sja genu P-galaktozydazy w pniu moézgu myszy trwata
do 4 miesigcy (Hermens i wsp. 1998).

Wektory defektywne, czesto nazywane amplikona-
mi, nie wykazuja cytotoksycznosci, ale niezbedne do
ich namnozenia wirusy pomocnicze wywotuja efekty
neuropatologiczne. Pierwszy defektywny wektor HSV
wstrzykniety in vivo do mdzgu szczura, zawierat gen
LacZ pod promotorem CMV i wykazywat ekspresje
-galaktozydazy przez co najmniej 2 tygodnie, a po
zastosowaniu specjalnej metody umozliwiajacej od-
dzielenie plazmidow od wirusow pomocniczych eks-
presja P-galaktozydazy obserwowana byta przez po-
nad miesigc in vivo. Mimo to, metoda ta jest bardzo
wymagajaca technicznie i mato wydajna w produkcji
amplikonow.

Wektory adenowirusowe

We wczesnych latach 1990-tych skonstruowano
wektory adenowirusowe oparte na ludzkim adenowiru-
sie rodzaju 5 (Ad5), ktore postuzyly do infekcji komod-
rek nie dzielacych sie, takich jak neurony, z wigksza
efektywnoscig i jednoczesSnie nizszg patogennoscia
niz wczesdniej stosowane wektory HSV. Dziki adeno-
wirus zawiera liniowy, dwuniciowy DNA (~36 kb) z
sekwencja ITR (odwrocone powtdrzenie koncowe) na
kazdym koncu. Genom ten pakowany jest do ikosa-
edralnego kapsydu bez ostonki o Srednicy okoto 80 nm.
Adsorpcja czagsteczki adenowirusa do komorki gospo-
darza jest zainicjowana przez interakcje biatka kapsydu
ze swoistym receptorem CAR (coxackie-adenovirus
receptor). Nastepnie biatko kapsydu wirusa wiaze si¢
do integryn zwigzanych z blong cytoplazmatyczng in-
fekowanej komorki, po czym czgsteczka wirusa zosta-
je internalizowana na drodze endocytozy (Nemerow
2000). Nukleokapsyd wirusa, nastgpnie, uwalniany jest
z endosomu i transportowany do jadra komorkowego,
gdzie genom wirusa jest uwalniany i pozostaje nie win-
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tegrowany w genom gospodarza, czyli pozostaje w po-
staci episomalne;.

Genom adenowirusa koduje pig¢ wczesnych trans-
kryptow (E1A, E1B, E2, E3 i E4) i geny pozne (L). Gen
El jest transkrybowany od razu po wejsciu do jadra
komorkowego i koduje seri¢ aktywatorow transkryp-
cji, ktore z kolei aktywuja ekspresje innych gendéw E.
Gen El jest takze kluczowy dla replikacji wirusowego
DNA i poprzez aktywacje¢ pozostatych gendw E wazny
jest tez dla ekspresji genow L. Geny L koduja biatka
kapsydu, ktore sg konieczne do kapsydacji kopii DNA
wirusa, a wiec do produkcji nowych czgsteczek wirusa
(Wang i wsp. 2000).

Przy produkcji nie replikujacych wektoréw adenowi-
rusowych pierwszej generacji, wycinana jest sekwen-
cja ITR zawierajgca Ad5- miejsce rozpoczgcia replika-
cji (ORIGIN), sygnat pakowania (sekwencja “y’) oraz
gen E1 (wektory pierwszej generacji) oraz czg¢sto E3, a
jeszcze wiecej gendOw genomu dzikiego wirusa usuwa-
nych jest w przypadku wektordw drugiej lub wyzszej
generacji.

Delecje w regionie E1 uniemozliwiaja aktywacje
gendw E i L, co ogromnie redukuje transkrypcje wi-
rusowych gendéw E i L oraz uniemozliwia replikacj¢
DNA wirusa, jednakze przy wysokich MOI region E1
staje si¢ zbedny do replikacji. Moze to by¢ zwigzane z
ekspresja komorkowych transaktywatorow, w komorce
gospodarza, o funkcji podobnej do E1. W efekcie moze
nastapi¢ niezalezna od E1 replikacja DNA wirusa pro-
wadzaca do akumulacji bialek wirusa i cytotoksyczne-
go efektu w transdukowanych komorkach z aktywacja
uktadu odpornosciowego. By¢ moze z tego wzgledu
wektory pierwszej generacji poczatkowo wykazywa-
ty krotkotrwatg ekspresje trangenu. Mimo to Byrnes i
wsp. (1995) wykazat stalg ekspresj¢ transgenu w neu-
ronach i komérkach glejowych prazkowia przez ponad
2 miesigce, pomimo obserwowanej odpowiedzi odpor-
noSciowej. Obecnie usuwany jest takze region E3, kto-
ry dodatkowo utrudnia niekontrolowane namnazanie
si¢ wektordw adenowirusowych pierwszej generacji
(Ryc. 1).

Wykazano, ze zaréwno in vivo jak i in vitro, wektory
adenowirusowe majg zdolnos¢ infekowania gtownych
rodzajow komorek osrodkowego uktadu nerwowego
(neurony, astrocyty, oligodendrocyty, komorki wysciot-
ki, Kugler i wsp. 2001).

Argumenty za uzyciem wektorow adenowiruso-
wych:

1. bezpieczenstwo uzycia
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Ryec. 1. Uproszczony schemat fragmentu DNA wektora adenowirusowego I generacji. E2-4 to wczesne transkrypty genomu wirusa. Strzal-
ki reprezentujg kierunek transkrypcji. Region E1 zostaje usunigty na drodze rekombinacji homologicznej (krzyzujace si¢ przerywane linie)
i zastapiony przez konstrukt ITR-RSV-LacZ; ITR — odwrocona sekwencja powtarzana, RSV — promotor wirusa mi¢saka Rousa, LacZ

— gen kodujacy fB-gal.

2. brak zwigzku z onkogenicznoscig u ludzi

3. dobrze opisany, tatwy do manipulowania genom

4. stabilnos¢ wektorow rekombinowanych

5. mozliwos¢ produkowania czasteczek wirusa o wy-
sokim mianie

6. stosunkowo wysoka wydajnoS¢ pobierania wekto-
row do komorek in vivo

7. brak dowoddw na spontaniczng integracje genomu
gospodarza

W 1994 roku Engelhardt i wsp. rozwingt wektory Ad
pozbawione regionu E1, czesci regionu E3 oraz z muta-
cja w genie E2A kodujgcym biatko DBP (single-stran-
ded DNA-binding protein) powodujaca wrazliwos¢ na
temperature powyzej 40.5 °C. Mutacja ta uniemozliwia
elongacj¢ Ad DNA podczas replikacji (Kovesdi i wsp.
1997). Takie wektory drugiej generacji powodowaty
stan zapalny, a mutacja E2A czgsto ulegata rewers;ji.
Dlatego w 1996 roku powstaty wektory adenowiruso-
we z duzymi delecjami w E2A i E2B. Te wektory nie
zostaty jednak zbadane w kontekscie uktadu nerwowe-
g0 (Zhou 1 wsp. 1996).

Wektory trzeciej generacji maja delecje w regionie
E1 i E4. Wektory te, tak jak poprzednie generacje, wy-
woluja reakcj¢ zapalng in vivo, przy czym prawdopo-
dobnie jest ona czgsciowo zalezna od promotora i genu
obecnego w takim wektorze (Hermens i wsp. 1998).

Kolejny etap to powstanie wektorow Ad z delecja
wszystkich genow dzikiego adenowirusa - wektory mini-
malne. Taki konstrukt sktada si¢ z genu pod kontrolg wy-
branego promotora, np. gen LacZ pod promotorem RSV,
oflankowanych przez sekwencje ITR, razem z sygnatem
pakowania. Problem przy tym podejsciu stanowi niemoz-
nos¢ catkowitego rozdzielenia wektorow minimalnych
od wektorow pomocniczych - niezbednych do namnoze-
nia tych pierwszych. Taki stan rzeczy moze powodowac
silng odpowiedz odpornosciowa organizmu gospodarza.

Wektory AAV

AAV jest nie replikujacym, jednym z parwowiru-
sow, Parvovirae, najmniejszych i strukturalnie naj-
prostszych zwierzecych wirusow DNA. AAV moze
si¢ rozprzestrzenial jako wirus lityczny, w obecnosci
Ad, lub jako prowirus zintegrowany z genomem go-
spodarza (u czlowieka preferowany chromosom 19).
Wektory AAV sg pozbawione 96% dzikiego genomu.
Pozostawiono tylko sekwencje ITR, wystarczajace do
pakowania DNA do kapsydu i integracji z genomem
gospodarza. Wektory AAV do namnozenia wymagaja
wirusa pomocniczego, z ktérego moga one by¢ fatwo
oczyszczone. We wstepnych badaniach wykazano, ze
wektory AAV sa w stanie efektywnie wprowadzi¢ geny
do neurondw, przy czym nie zaobserwowano znaczg-
cej transdukcji gleju, ani efektdw cytopatologicznych
(Bjorklund i wsp. 2000).

Wektory lentiwirusowe

Do niedawna najczegsciej uzywanymi wektorami re-
trowirusowymi byty te oparte na MLV, wirusie mysiej
biataczki, (murine leukemia virus). Wazng wiasciwo-
Scig tych wektorow jest stabilno$¢ ich integracji do
genomu gospodarza i dlugotrwata ekspresja transgenu.
Jednakze te wektory potrafig wprowadzi¢ swoj genom
tylko do dzielacych si¢ komorek.

Stosunkowo niedawno zaczg¢to wykorzystywac wek-
tory lentiwirusowe oparte na wirusie HIV1. Zalety tych
wektorow to:

1. zdolno$¢ infekowania zréznicowanych, nie dziela-
cych si¢ komorek jak neurony;

2. integracja materiatu genetycznego do genomu go-
spodarza, co daje stabilng ekpresj¢ transgenu;

3. stosunkowa tatwos¢ i szybkos¢ wyprodukowania;



LTR vy RRE

TRIP promotor

Wirusowe nosniki gendw w neurobiologi 17

transgen WPRE LTR

—>

Ryc. 2. Uproszczony schemat genomu wektora lentiwirusowego. LTR - dtugie powtdrzenia koficowe, - sygnat pakowania do kapsydu,
RRE- rev responsive element - miejsce przylaczania si¢ wirusowego czynnika transkrypcyjnego REV, TRIP - element ufatwiajacy trans-
port materiatu genetycznego wektora wirusowego do jadra komorki infekowanej, WPRE - potranslacyjny element regulatorowy. Strzatka

reprezentuje kierunek transkrypcji transgenu.

4. mozliwos¢ pozbawienia prawie wszystkich natyw-
nych gendw i sekwencji regulatorowych, co daje odpo-
wiedni poziom bezpieczenstwa;

Wektory lentiwirusowe sa produkowane poprzez
wapniowa ko-transfekcje linii komorkowej HEK 293T
trzema plazmidami: plazmidem zawierajacym genom
produkowanego wektora, plazmidem zawierajacym
elementy kodujace biatka kapsydu oraz plazmidem
zawierajacym geny i elementy regulatorowe niezbed-
ne do namnozenia materialu genetycznego wirusa oraz
elementdw strukturalnych. Tak powstate i namnozone
wektory lentiwirusowe sg oczyszczane i zaggszczane
na komercyjnie dostgpnych kolumnach lub poprzez ul-
trawirowanie (Ryc. 2).

Pierwsze proby z wykorzystaniem wektorow lenti-
wirusowych pokazaty, ze iniekcja zawiesiny wektora o
wysokim mianie data ekspresj¢ wprowadzonego genu
LacZ w znacznej liczbie komoérek (m.in. w hipokam-
pie), po 7,28 i 42 dniach, bez obserwowanego miejsco-
wego zniszczenia tkanki, ani odpowiedzi odpornoscio-
wej (Besadoun i wsp. 2000, Naldini i wsp. 1996).

Wszystkie wektory wirusowe wykorzystywane w
uktadzie nerwowym sg stale ulepszane i wybor ktorego-
kolwiek z nich zalezy od wymagan przeprowadzanych
doswiadczen oraz od dostepnosci danego wektora.
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