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Plasmids - vectors for gene therapy

Abstract: The first confirmed transfer of genetic material in human was performed in 1990. Ever since, gene therapy was considered
to be one of the best promising treatments of genetic diseases. The sine qua non of successful gene therapy are efficient genetic vectors.
Recently, the most frequently used vectors in clinical trials for genetic therapies are virus-based and plasmid-based. A range of features
makes plasmids useful for gene therapy, however, they have also some characteristics which make it difficult to consider plasmids as ideal
vectors. The main goal of this article is to address and describe these unfavourable factors.
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1. Wstep

Jednym z celéw badan dotyczacych genetyki mikro-
organizmdw jest wykorzystanie bakteryjnych mobil-
nych elementéw genetycznych (MEG) w biotechno-
logii lub medycynie. W obydwu dziedzinach najczes-
ciej wykorzystywana w tych celach grupa bakteryj-
nych MEG sa plazmidy. Stanowig one teoretycznie
doskonaty material do konstruowania narzedzi terapii
genowych oraz szczepionek. Wystepuja powszechnie,
a ich naturalna zdolnos¢ do stabilnego utrzymywa-
nia si¢ w komoérkach bakteryjnych znacznie ulatwia
i przyspiesza ich genetyczne modyfikowanie. Stosun-
kowo fatwe i tanie jest uzyskiwanie duzych ilosci plaz-
midowego DNA (pDNA) [55]. Zastosowanie wekto-
réw bakteryjnych w biologii molekularnej i biomedy-
cynie zostalo wcze$niej opisane w pracy Staworzynskiej
i wsp. w2011 roku [81].

Pierwsze doniesienia o mozliwosci wykorzystania
plazmidowego DNA w terapiach genowych siegaja roku
1990, kiedy to Wolft i wsp. wykazali, ze domiesniowe
podanie plazmidowego DNA spowodowalo ekspresje
kodowanego genu (transgenu) [98]. Spowolnienie roz-
woju skutecznych terapii genowych zostalo spowodo-

wane przez rozne czynniki np. ostre reakcje zapalne na
wektory stosowane w terapiach genowych, karcenoge-
neze czy ograniczony efekt terapeutyczny [83]. Obecnie
istnieje szereg jednostek chorobowych, dla ktérych pro-
wadzi si¢ badania kliniczne z wykorzystaniem terapii
genowej opartej o plazmidowy DNA np.: nowotwory
(czerniak ztosliwy, rak trzustki, rak piersi), choroby
serca (choroba niedokrwienna konczyn, schorzenia
naczyn wiencowych), choroby zakazne (HIV, zapale-
nie watroby typu B), dziedziczne choroby jednogenowe
(plasawica Huntingtona, hemofilia) [32, 55].

Wektory wykorzystywane w terapiach genowych
mozna podzieli¢ bazujac na trzech kryteriach zapro-
ponowanych przez Ehrhardt i wsp. w 2008 roku. Po
pierwsze podzial wedlug formy podawanego DNA
na: ,nagi” DNA lub czasteczki wiruso-podobne (VLP
- virus like particles). Drugie kryterium podziatu to
zdolno$¢ do pozostawania (retencji) w jadrze komor-
kowym, wedtug ktérego wektory mozna pogrupowaé
na te bez zdolnosci do retencji, na wektory integrujace
do chromosoméw oraz na wektory pozostajace jako
pozachromosomowe elementy na terenie jadra. Trzeci
sposob podziatu to uwzglednienie sposobu utrzymywa-
nia si¢ wektoréw w komorce (zdolno$¢ do replikacji):
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« integrujace — czyli wlgczajace sie w okreslone miej-
sce w chromosomowym DNA komérek gospodarza
i korzystajace z komoérkowych mechanizméw repli-
kacji; gléwnie wektory pochodzenia wirusowego
(retrowirusowego lub lentiwirusowego) [25, 85]

« episomalne - czyli pozostajace jako niezalezne
pozachromosomowe elementy na terenie jadra
komorkowego; gtownie wektory pochodzenia
adenowirusowego lub plazmidowego z repliko-
nem wirusowym [25]

o wektory bez zdolnosci do replikacji — wektory
bazujace na plazmidach bez replikonu wiruso-
wego, ktorych liczba kopii po podaniu stopniowo
spada w miare kolejnych podzialéw komorko-
wych; wektory te zapewniaja jedynie przejsciowa
ekspresje kodowanego transgenu [25]

Jednak to wlasnie ta ostatnia grupa wektorow jest
czesto wykorzystywana w praktyce klinicznej, mimo
ze pozbawiona zdolnosci do replikacji w komorkach
docelowych i retencji na terenie jadra komodrkowego
[25]. Konwencjonalny wektor terapeutyczny bazujacy
na pDNA skfada si¢ z dwoch gtéwnych modultéw:
bakteryjnego i ekspresyjnego. Modut bakteryjny to
fragment wektora zawierajacy wszystkie elementy nie-
zbe¢dne do utrzymywania si¢ wektora w komorce bak-
teryjnej. Sa to origin replikacji (preferowane sg origin
typu theta bez bialka replikacyjnego np. ColE1l) oraz
marker umozliwiajacy selekcje komorek niosacych
plazmid. Druga cze¢$¢ wektora to modul ekspresyjny.
Modut ten umozliwia ekspresje genu terapeutycznego
w docelowych komoérkach eukariotycznych. Podstawo-
wymi elementami tego modutu bedg sekwencja promo-
tora oraz gen terapeutyczny (GOI - gene of interest).
Modul ten jednak moze by¢ dodatkowo uzupelniany
o 5UTR (rejon 5 nie ulegajacy translacji), introny,
fragment poliadenylowy oraz fragment genu kodujacy
peptyd sygnalny. Peptyd sygnalny zapewnia wlasciwe
kierowanie zsyntetyzowanego biatka [68].

Oddzielnym zagadnieniem jest dostarczenie na
teren komorki narzedzi do edycji genomu. Przykla-
dem takiego ukladu moze by¢ coraz powszechniej
wykorzystywany system — CRISPR/Cas9 [70], ktérego
podstawowa zaleta to mozliwo$¢ wprowadzania celo-
wanych zmian w genomie. Sam system CRISPR/Cas9
i dynamiczny rozwdj jego wykorzystania to temat na
oddzielng prace. W kontekscie tego opracowania nalezy
jednak wspomnie¢ , ze komponenty ukladu CRISPR/
Cas9 wymagaja wektoréw do dostarczenia ich do
komorek docelowych. Do tego celu mozna wykorzy-
stywa¢ modyfikowane wektory pochodzenia wiruso-
wego lub jeden z szeregu nie-wirusowych systemow
dostarczania lekow (non-viral drug delivery systems).

Niniejsza praca poswiecona jest jednak problemom
zwigzanym z wykorzystaniem plazmidéw jako wekto-
réw do terapii genowych.
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2. Naturalna modyfikacja DNA jako przeszkoda
w stosowaniu plazmidow w terapii genowej

Metylacja jest najpowszechniejszym typem natu-
ralnej modyfikacji materialu genetycznego. Zostala
wykryta u przedstawicieli wszystkich grup organizméow
od Archebakterii poprzez wirusy az do kregowcow czy
roélin kwiatowych [14]. Metylacja DNA to reakcja
przeniesienia grupy metylowej z donora S-adenozylo-
-L-metioniny (AdoMet) na zasady DNA znajdujace si¢
w specyficznym kontekscie genetycznym [37]. Reakcja
ta jest katalizowana przez specyficzng grupe enzymow
- metylotransferazy DNA (metylazy DNA).

W przypadku organizméw prokariotycznych wy-
kryto trzy reakcje metylacji dotyczace zasad DNA
(metylacja: cytozyny do C5-metylocytozyny; cytozyny
do N4-metylocytozyny; adeniny do N6-metyloadeniny)
[1]. Natomiast w przypadku organizmoéw eukariotycz-
nych, u ktérych stwierdzono wystepowanie metylowa-
nych zasad w DNA, mamy do czynienia przede wszyst-
kim z modyfikacja cytozyny do C5-metylocytozyny [1]
oraz wykrywana u nizszych eukariontéw metylacja ade-
niny do N6-metyloadeniny [78]. Wynikajgca z rozbiez-
nosci prokariotycznych i eukariotycznych systemow
modyfikacji DNA réznica w metylacji okreslonych
zasad w DNA stanowi jedng z barier w wykorzystaniu
plazmidéw do celow terapeutycznych u ludzi. Zaréwno
u organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych
metylacja DNA dotyczy zawsze zasad znajdujacych
sie w charakterystycznym kontekscie genetycznym
(tzw. sekwencji rozpoznawanej przez dang metylaze).
W przypadku wyzszych kregowcow (np. ssakdw) wyste-
puje tylko metylacja cytozyny do C5-metylocytozyny
i to gléwnie w kontekscie dinukleotydu cytozyna-
-guanina (CpG). Ponadto, rozmieszczenie metylowa-
nych miejsc CpG jest nieréwnomierne w poszczegol-
nych genomach ssaczych. Okoto 60-80% miejsc CpG
pozostaje zmetylowanych [46], mozliwe jest jednak
odnalezienie regionéw bogatych w miejsca CpG pozba-
wione metylacji. Sa to wyspy CpG (CGIs) [21]. Obec-
no$¢ takich miejsc ma znaczenie w regulacji ekspresji
genow, szczegdlnie w kontekscie dlugookresowej repre-
sji transkrypcji (wyciszanie ekspresji) [41]. W organiz-
mach prokariotycznych metylacja DNA zwigzana jest
przede wszystkim z systemami restrykcji-modyfikacji,
a metylacja DNA odpowiedzialna za regulacje eks-
presji gendw opiera si¢ gtéwnie na metylacji adeniny
do N6-metyloadeniny (metylazy typu Dam i CCrM)
[15]. Duzo stabiej poznana jest rola metylacji cytozyny
(C5-metylocytozyny) w fizjologii bakterii [78]. Materiat
genetyczny pochodzenia bakteryjnego stanowi sygnal
alarmowy dla uktadu immunologicznego organizmoéw
wyzszych. Receptory komorek ukladu immunologicz-
nego rozpoznaja obce, zwigzane z patogenami wzory
molekularne np. lipopolisacharydy powierzchniowe
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Tabela I
Liczba sze$cionukleotydowych sekwencji potencjalnie immunogennych - tzw. miejsc CpG o odmiennym wzorze
metylacji w komorkach bakteryjnych i w komoérkach eukariotycznych (wiersze gérne); liczebnos$¢ miejsc CpG
o znanym efekcie immunostymulujagcym (dolne wiersze) w plazmidach znalezionych w szczepie K. pneumoniae
287-w i w popularnych wektorach plazmidowych (szczegoty w tekécie)

Sekwencje potencjalnie immunogenne (ISS) | pIGRK | pIGMS31 | pIGMS32 | pUCI19 pBR322
RRCGYY 0 2 43 14 27
GTCGYY 2 0 21 6 11
RRCGTT 0 2 17 9 15
Calkowita liczba potencjalnych sekwencji ISS 2 4 81 29 53
Immunostymulujace miejsca CpG (CpG-S)

AACGTT (CpG-S)! 0 0 1 2 4
GACGTT (CpG-S)! 1 5 1 1
Catkowita liczba CpGs 1 6 3 5

! — sekwencje, ktorych efekt immunostymulacyjny zostal oznaczony przez Krieg i wsp. [52]

lub kwasy nukleinowe (receptory TLR3, TLR7/8 i TLR9
zwigzane z organellami wewnatrzkomorkowymi: retiku-
lum endoplazmatycznym, endosomami i lizosomami)
[77]. TLRY to receptor rozpoznajacy DNA zawierajacy
niemetylowane miejsca CpG [5]. Historia wykrycia
motywow CpG, ich charakterystyka oraz okreslenie
roli w odrdznianiu swoich komoérek od komorek pato-
genow zostala wyczerpujaco opisana w pracy Arthura
M. Kriega z 2002 roku [51]. Podsumowujac, w DNA
bakteryjnym wystepujg niezmetylowane dinukleotydy
cytozyna-guanina (CpG). Motywy CpG pozostaja nato-
miast w znacznej wiekszosci zmetylowane w przypadku
DNA komorek eukariotycznych. Immunostymulacyjny
efekt bakteryjnego DNA na komorki eukariotyczne
zostal wykryty w roku 1984 przez Tokunage i wsp.
[86]. Przyczyng immunostymulacji komoérek odporno-
sciowych w zetknieciu z DNA bakteryjnym jest stopien
metylacji miejsc CpG oraz wystepowanie niezmetylo-
wanych dinukleotydéw CpG potozonych w charaktery-
stycznym kontekscie genetycznym. Pierwsze doniesie-
nia dotyczace tego zjawiska sugerowaly, ze sekwencjami
immunostymulacyjnymi (immunostimulatory sequen-
ces — ISS) s3 motywy zlozone wedlug ponizszego sche-
matu:  puryna-puryna-CG-pyrimidyna-pyrimidyna
[53]. Opierajac sie na tym schemacie udowodniono, ze
najbardziej immunostymulacyjnie dziata na komorki
ludzkie sekwencja 5-GTCGTT [39].

Identyfikacja ISS pozwolila na wykorzystanie inzy-
nierii genetycznej w celu zredukowania liczby motywow
CpG w obrebie danego plazmidu. Skutkowalo to znacz-
nym obnizeniem indukcji cytokin prozapalnych [102].
Dlatego tez, konstruowano wektory pDNA, w ktérych
duze fragmenty naturalnego plazmidu zostaly zamie-
nione na syntetyczne fragmenty pozbawione motywow
CpG [101]. Drugim kierunkiem jest poszukiwanie natu-
ralnych plazmidéw o niskim procencie par GC w DNA.
Plazmidy takie jak np. wyizolowane ze szczepu Kleb-
siella pneumoniae 287-w pIGMS31 (32,7% GC) i pIGRK

(33,4% GC) [79] beda bowiem z natury pozbawione
immunogennych miejsc CpG. W poréwnaniu do popu-
larnie stosowanych wektoréw plazmidowych czy nawet
innych plazmidéw izolowanych z tego samego szczepu
(pIGMS32) posiadaja one znacznie mniejsza liczbe
miejsc potencjalnie immunogennych (Tab. I).

Wykazano, ze nawet obecnos¢ jednego miejsca CpG
moze by¢ wystarczajagca do wywolania odpowiedzi
zapalnej. Mozliwe jest osiagniecie przedtuzonej eks-
presji transgenu bez wywolywania odpowiedzi zapalnej
na bazie wektoréw pozbawionych miejsc CpG (CpG-
-free vector) [44, 64]. Zostalo to potwierdzone poprzez
badania nad wektorami o obnizonej zawarto$ci miejsc
CpG, ktore byly w stanie zapewnia¢ przedluzong eks-
presje kodowanego transgenu [64, 60]. Z drugiej jed-
nak strony istnieja doniesienia wskazujace, ze calko-
wite usunigcie miejsc CpG moze wptywacé na obnizenie
poziomu transkrypcji genu, ktérego wyrazanie jest
celem terapeutycznym [6]. Ekspresja transgenu moze
by¢ wyciszana poprzez obecno$¢ elementéw pocho-
dzacych z bakteryjnych plazmidéw [13]. Wykazano
réwniez, ze istotne dla ekspresji transgenu jest nie tyle
usuwanie wszystkich miejsc CpG, co optymalizowanie
czgstosci wykorzystywanych kodonéw (codon usage
optimalization) [50].

Istnienie zwigzku metylacji DNA z aktywacja od-
pornosci wrodzonej stanowi znaczacg przeszkode przy
stosowaniu opartych na pDNA terapii genowych,
ktoérych celem ma by¢ podtrzymanie dlugotrwatego
poziomu ekspresji transgenu. Z drugiej strony moze
by¢ zaleta przy immunizacji opartej na pDNA [29].

3. Bezpieczenstwo uzycia plazmidowego DNA
Wektory adenowirusowe, wektory retrowirusowe

oraz plazmidy sg najpowszechniej wykorzystywa-
nymi wektorami dostarczajacymi geny (gene delivery
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vectors) w probach klinicznych nowych terapii geno-
wych [96]. Istnieje podzial na zwolennikéw stoso-
wania w terapiach genowych wektoréw pochodzenia
wirusowego (viral gene delivery systems) [27, 70] oraz
badaczy twierdzacych, ze stosowanie takich wektoréw
jest ryzykowne. Ci drudzy poszukuja innych sposo-
béw wydajnego dostarczania egzogennego materialu
genetycznego np. ,nagiego DNA” (naked DNA) cze-
sto w postaci odpowiednio przygotowanego plazmidu,
jako czesci niewirusowych narzedzi transferu gendw
(non-viral gene delivery systems). Definicja ta obejmuje
réwniez inne formy terapeutycznych kwaséw nukle-
inowych np.: krétki informujacy RNA (siRNA), anty-
sensowne oligonukleotydy czy mikroRNA (miRNA),
czyli czasteczki ingerujace w ekspresje genéw na po-
ziomie post-transkrypcyjnym lub translacyjnym [94].
Za stosowaniem plazmidowego DNA w terapii geno-
wej przemawia szereg argumentéw. Po pierwsze
wektory konstruowane na bazie retrowiruséw moga
powodowaé mutacje insercyjne w procesie integracji
do genomowego DNA [38]. Drugim zagrozeniem
przy stosowaniu wektoréw pochodzenia wirusowego
moze by¢ odtwarzanie sie czgsteczek wirusowych
ponownie zdolnych do replikacji [9]. Obawa przed
mutacjami insercyjnymi jest nadal jedng z gtéwnych
przeszkod przy stosowaniu wektorow integrujacych.
Zjawisko to obserwowano w przypadku ich dlugiego
stosowania [11, 12, 22] lub gdy mutacje insercyjne
aczyly sie z nabytymi mutacjami somatycznymi [43].
Wektory plazmidowe nie kodujg innych antygenow
niz sam produkt transgenu. To daje przewage nad
wektorami wirusowymi, przeciwko ktérym moze by¢
kierowana odpowiedz immunologiczna, szczegélnie
w przypadku koniecznosci kolejnych podan. Ponadto,
wektory wywodzace si¢ z powszechnych ludzkich pato-
gendw moga napotykac przeciwciata indukowane przez
uprzednie infekcje, co bedzie interferowato z samg tera-
pia (transferem genu) [72].

Istotnym zagadnieniem jest stopien czystoéci poda-
wanego pDNA. Podawanie domigsniowo u myszy nie-
ktérych preparatéw pDNA powodowalo martwice
miesni oraz ich pdzniejsza regeneracje. Z kolei inne
preparaty DNA nie powodowaly zZadnych zmian. Zja-
wisko to nie mialo zwigzku z sekwencjg plazmidu,
jego wielkoscia czy kodowanymi genami. Wykazano,
ze wynikalo to z réwnoczesnego podawania fragmen-
tow bakteryjnego DNA genomowego, ktérym zanie-
czyszczony byl pDNA. Dlatego tez kluczowe w terapii
genowej z wykorzystaniem pDNA jest dopracowanie
procedur izolacji i oczyszczania [55, 99].

Jeszcze inng kwestig jest konstrukcja wektoréw plaz-
midowych z zastosowaniem markeréw selekcyjnych
innych niz geny opornosci na antybiotyki. Zastosowa-
nie gendéw opornosci na antybiotyki nie jest akcepto-
wane w badaniach klinicznych ze wzgledu na ryzyko
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rozprzestrzeniania si¢ genéw opornosciowych w $ro-
dowisku na drodze horyzontalnego transferu genéw
[90]. Kwestie wykorzystania markeréow selekcyjnych
i wykorzystania antybiotykéw przy projektowaniu
i wykorzystywaniu DNA w terapii ludzi sg opisywane
i regulowane przez odpowiednie organy kontrolne:
WHO (Swiatowg Organizacje Zdrowia) [95], EMA
(Europejska Agencje Lekow) [28] czy FDA (amerykan-
ska Agencja Zywnosci i Lekéw) [89]. Organizacje te sa
zgodne, co do zakazu stosowania genéw kodujgcych
oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe, za$ gene-
ralna wytyczna zaleca bardzo ostrozne i przemyslane
stosowanie markerow selekcyjnych wykorzystujacych
opornos¢ na antybiotyki. Stosowanie terapii opartych
na transferze materialu genetycznego jest réwniez opi-
sane w Europejskiej Farmakopei [26]. Same wytyczne
dotyczace dobrych markerow selekcyjnych uzywanych
do konstrukeji plazmidowych wektoréw do terapii
genowych zostaly zaproponowane przez Vandermeulen
i wsp., w 2011 roku [90] i s3 to:

« Plazmid nie powinien zapewnia¢ zadnej korzysci
gospodarzowi, a w przypadku horyzontalnego
transferu gendéw nie moze dotyczy¢ komorek
biorcy - ten warunek w zasadzie wyklucza wyko-
rzystanie gendw opornosci na antybiotyki
Marker selekcyjny nie powinien znacznie zwigk-
sza¢ wielko$ci catego plazmidu oraz nie powinien
indukowa¢ odpowiedzi immunologicznej
o Marker nie moze by¢ toksyczny dla komorek
eukariotycznych
Stabilne utrzymywanie plazmidu nie moze by¢
zwigzane z wystepowaniem szkodliwych dla ko-
morek eukariotycznych czynnikéw, lub bardzo
czule metody musza by¢ stosowane w celu po-
twierdzenia ich catkowitego usunie¢cia

o Ilo$¢ uzyskiwanego plazmidowego DNA musi by¢

wydajna bez wzgledu na wielko$¢ prowadzonej
hodowli bakteryjne;.

W $wietle takich zalozen optymalizacja wektoréw
zaréwno do terapii genowych jaki i do szczepionek
DNA to réwniez proces zastepowania markerow selek-
cyjnych opartych na genach kodujacych opornos¢ na
antybiotyki. Szereg strategii bazujacych na modyfiko-
waniu zaréwno plazmidow jak i szczepow bakteryj-
nych zostal opracowany na przestrzeni ostatnich lat.
Sa to np.: systemy pCor/pFAR (bazujace na plazmidach
z dzika wersje niezbednego dla komorki genu zmuto-
wanego w chromosomie bakterii); minikoliste DNA
(koliscie zamknigta kaseta ekspresyjna pozbawiona
szkieletu plazmidowego); technologia pORT (plazmid
niosacy miejsce operatorowe wigzace represor, przy
braku plazmidu represor blokuje ekspresje kluczo-
wego genu w chromosomie zmodyfikowanego szczepu
bakteryjnego); selekcje bazujace na oddzialywaniach
RNA/RNA [68]. Wybdr ukladéw uzalezniajacych
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szczep bakteryjny od niesionego plazmidu, a nieba-
zujgcych na antybiotykoopornosci zostat szczegétowo
omoéwiony w pracy Wright'a i wsp. [100]. Pewne jest, ze
wszystkie te strategie bedg preferowane w celu dalszego
ograniczania rozprzestrzeniania si¢ gendéw antybio-
tykoopornosci [68].

Wektory nie-wirusowe, ktore majg wejs¢ do uzytku
komercyjnego i stosowania klinicznego musza by¢
dobrze scharakteryzowane pod katem skalowania pro-
cesu ich produkgji i dlugoterminowego przechowywa-
nia. Zaletg plazmidowych wektorow jest tatwos$¢ i niski
koszt ich produkeji na duza skale. Sytuacja ta moze ulec
zmianie wraz ze wzrostem skomplikowania tych wekto-
réw np. dolgczania elementow stabilizujacych czy spe-
cyficznych wzgledem celu ligandow kierujacych [92].

Zagadnieniem nadal stabo poznanym jest kwestia
pozostawania i akumulacji biomateriatéw w organiz-
mie. Postuluje sie, ze taka sytuacja moze indukowa¢
stany zapalne, a nawet by¢ toksyczna [92].

4. Wprowadzenie pDNA do komorek
eukariotycznych

Metody wprowadzania egzogennego materialu
genetycznego do tkanek, organdéw czy komorek w tera-
pii genowej mozna podzieli¢ na dwa gléwne rodzaje:
wirusowe metody transferu materialu genetycznego
(viral gene delivery methods) i nie-wirusowe metody
transferu materialu genetycznego (non-viral gene deli-
very methods). Kazda z metod wykorzystywanych do
transferu egzogennego materiatu genetycznego staje sie
przedmiotem rozlicznych opracowan. Ponizej przyto-
czono wybrane pozycje:

» metoda hydrodynamiczna [8]

« dzialo genowe [47]

« elektroporacja plazmidowym DNA [62]

« sonoporacja [87]

» metody chemiczne jak np. faczenie pDNA z lipi-

dami kationowymi [88]

Metodyka wprowadzania nie-wirusowego materiatu
genetycznego do komorek eukariotycznych jest przed-
miotem wyczerpujacego opracowania z 2013 roku [94].
Z tej pracy zaczerpnieto i rozwinieto Tabele IT podsu-
mowujaca nie-wirusowe metody transferu materiatu
genetycznego stosowane w terapiach genowych.

Sam dobér odpowiedniej metody wprowadzania
egzogennego materialu genetycznego (transfekeji) do
komorek eukariotycznych jest procesem zlozonym
i zaleznym od wielu czynnikéw. Dodatkowa kompli-
kacja jest rowniez wybodr konformacji transfekowanego
DNA. Generalnie koli$cie zamkniete czgsteczki DNA
wykazuja wyzsza efektywnos$¢ transfekeji, natomiast
liniowe fragmenty DNA (np. plazmidy poddane dzia-
taniu endonukleaz restrykcyjnych) wykazujg lepsza sta-
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bilnos¢ w eksperymentach in vivo i in vitro. Dodatkowo
eksperymentalnie wykazano, ze transfekcja komplek-
sami liniowy DNA-liposom zachodzi z nizsza wydajno-
$cig i wymaga dodatkowych zabiegdw, na przyktad neu-
tralizacji ujemnego tadunku obecnego na powierzchni
bion komoérkowych [93]. Liniowe fragmenty DNA sa
wykorzystywane do uzyskania stabilnych linii komar-
kowych po transfekeji, jesli nie powiodta si¢ transfek-
cja z wykorzystaniem koliScie zamknietej czasteczki
DNA. Takie podejscie moze zwigkszy¢ nawet o 3 rzedy
czestos¢ integracji chromosomowej egzogennego frag-
mentu DNA. Wykazano, ze liniowe fragmenty DNA
znacznie fatwiej integruja do chromosomu [82].

5. Los plazmidowego DNA po wprowadzeniu
do komorek eukariotycznych

Dla skutecznej terapii genowej niezwykle wazny jest
los wprowadzonego, egzogennego materiatu genetycz-
nego w obrebie transfekowanej komorki lub w tkan-
kach/organach bedacych celem terapii.

Wprowadzenie plazmidowego DNA domie$niowo
u $win powodowalo pojawienie si¢ pDNA w krwio-
biegu, ale na stosunkowo niskim poziomie, okolo 10%
catego podanego pDNA, przy czym najwyzsze steze-
nie osiagane bylo 15 minut po podaniu, a nastepnie
drastycznie spadato [36]. Wykazano réwniez, ze plaz-
midowy DNA znajdujacy si¢ w krwiobiegu jest dosy¢
szybko degradowany przez nukleazy znajdujace sie we
krwi: 20,9% po 10 minutach od domigéniowej iniekcji,
34% po godzinie, 86,6% po jednym dniu i prawie cal-
kowite usuniecie (97,8%) po jednym tygodniu [104].

Wykorzystanie egzogennego pDNA w terapii geno-
wej, lub jako czesci szczepionki wymaga ekspresji genu
sklonowanego na plazmidzie. Najkorzystniejsze jest
dostarczenie i skumulowanie DNA w jadrze komdrko-
wym. Nie jest to jednak fatwe do osiggniecia, z powodu
powolnego wnikania ,,nagiego DNA” czy kompleksow
lipidowo-DNA (lipoplekséw) do komorki. Ponadto,
wprowadzany materiat genetyczny moze by¢ przechwy-
tywany przez przedzialy endolizosomalne i degrado-
wany w lizosomach [57]. Plazmidowy DNA musi poko-
nac trzy gléwne bariery: blone komérkows, cytoplazme
oraz blone jadrowa [29]. Na drodze pasywnej dyfuzji
do jadra przenika¢ moga jedynie czasteczki o ciezarze
molekularnym do 45 kDa (co przekltada sie na wielkos¢
okolo 300 par zasad). Czasteczki wigksze (a tu zaliczy¢
trzeba wigkszos¢ wektoréw plazmidowych) wnikaé
moga jedynie w czasie podzialu mitotycznego, kiedy
to blona jadrowa przejsciowo traci swa integralnos¢.
Nalezy jednak pamietac, ze transfekcja in vivo dotyczy
gltéwnie komorek wolno dzielacych sie lub juz w pelni
zroznicowanych [92]. Ponadto, plazmidowy DNA jest
wrazliwy na dzialanie nukleaz cytoplazmatycznych,
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Podsumowanie nie-wirusowych metod transferu materiatu genetycznego w terapiach genowych, na podstawie [94]

Metoda wprowa-

dzania materialu Zasada aplikacji Gléwne zalety metody Ograniczenia
genetycznego
Metody fizyczne
Mikroiniekcja wykorzystanie mikropipety do bezpo- | Prosta, efektywna, powtarzalna, | Nie ma zastosowania do transfekeji
$redniego wprowadzenia materiatu umozliwia wprowadzenie DNA | duzej liczby komérek
genetycznego do pojedynczej komorki | wielkoczasteczkowych
Iniekcja iglowa proste nastrzykniecie DNA bezpo- Prosta i bezpieczna Niska wydajnosé¢

$rednio w obreb docelowej tkanki
(miesien, watroba, skora, mdzg)

Iniekgja ci$nieniowa

DNA wprowadzany jest w postaci
zawiesiny wstrzeliwanej
pod ci$nieniem

Bez-igtowa, tatwa do kontrolo-
wania, bezpieczna

Niska wydajnos¢, czasem zdarzaja
sie przypadki uszkodzenia tkanek

Strzelba genowa

Oplaszczone DNA czastki metali
cigzkich zostaja pod ci$nieniem
wstrzelone na kilka mm w glab tkanki

Bezpieczna i wydajna

Uszkadza tkanki

Elektroporacja Wykorzystanie impulsu pradu Bardzo wydajna, powtarzalna, Ograniczenia zasiegu podania
elektrycznego powodujacego ukierunkowany transfer genéw, | uniemozliwia stosowanie na duzej
powstanie przej$ciowych nano- daje mozliwo$¢ wprowadzania | powierzchni; wymaga ingerencji
poréw w blonie komérkowej DNA wielkoczasteczkowego chirurgicznej w przypadku stoso-
docelowych komoérek wania organéw wewnetrznych;

stabilnos¢ genomowego DNA
moze by¢ zaburzona na skutek
stosowania wysokiego napiecia

Sonoporacja Wykorzystuje ultradzwigki do wywo- | Bezpieczna, nieinwazyjna, Niska wydajnos¢
fania przejsciowego stanu przepusz- zdolna do wprowadzania DNA
czalnosci blon komérkowych do organéw wewnetrznych bez

ingerencji chirurgicznej;
mozliwa do stosowania przy
przekraczaniu bariery
krew-mozg
Hydrodynamiczny | Wykorzystuje wysokie cinienie Prosta, powtarzalna, bardzo Iniekcja wymaga duzej objetosci,

transfer genéw

hydrostatyczne jako sile wprowadza-
jaca material genetyczny do organéw
wewnetrznych

wydajna (szczegolnie w przy-
padku stosowania do komorek
watroby)

co ogranicza stosowanie kliniczne

‘Wmasowanie

Dozylne podanie DNA a nastepnie
mechaniczne masowanie organu
docelowego powodujace lekkie
uszkodzenie bfon umozliwiajace
transfer DNA

Prosta i bezpieczna

Niska wydajnos$¢; wykazane tylko
w przypadku komoérek watroby

Metody chemiczne

Lipidy kationowe Wykorzystanie kompleksow zwiazkéw | Latwe do przygotowania, tanie, | Toksyczna; niska wydajno$é
chemicznych i DNA do tworzenia wysoka wydajno$¢ in vitro in vivo
liposoméw, ktore moga by¢
wchloniete przez komorki

Polimery kationowe | Tworzenie komplekséw polimeru Latwe do przygotowania Toksyczna, niektére polimery

kationowego z DNA - (polipleksu)
wchlanianego przez komorke
i uwalnianego w jej wnetrzu

i modyfikowania, tania,
bardzo wydajna

nie sa biodegradowalne

co daje okres pottrwania pDNA w niektorych liniach
komoérkowych tylko do 1-2 godzin [57].

Stosowanie elektroporacji umozliwifo monitoro-
wanie rozprzestrzeniania si¢ znakowanego DNA w ko-
morce [35, 74]. Egzogenny pDNA wprowadzony na
teren komorki w zaleznosci od wielkosci moze zacho-

wac prawie niezmieniong mobilnos¢ (okoto 3 do 4 razy
mniejszg niz w wodzie), lecz dotyczy to tylko matych
czasteczek (w zakresie 500-750 Da). Mobilno$¢ w cyto-
plazmie gwaltownie spada wraz ze wzrostem wielkosci
czasteczki, w zwigzku z tym mobilno$¢ wolnych plaz-
midéw w cytoplazmie praktycznie nie istnieje [20].
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Dlatego tez, aby plazmidowy DNA mogt by¢ trans-
portowany przez cytoplazme musi wykorzystywac
szkielet mikrotubulowy oraz biatka z nim zwigzane
[91]. Niedawno wykazano oddzialywania pomiedzy
pDNA wprowadzonym do komorki na drodze elek-
troporacji a dyneinami (bialkami motorycznymi)
[4]. Jednak pDNA nie wigze si¢ bezposrednio z tymi
biatkami lecz posrednio poprzez dodatkowe biatka.
Plazmidowy DNA jest w komorce aktywnie transpor-
towany bazujac na mikrotubulach - szybki transport.
Natomiast powolny transport aktywny plazmidowego
DNA odbywa si¢ wzdluz filamentéw aktynowych [74].

Zagadnienie wydajnego wnikania materiatu gene-
tycznego do komorek eukariotycznych wymaga opraco-
wania nowych metod monitorowania tego procesu np.
metod bazujacych na cytometrii przeplywowej. Metody
te sg wykorzystywane przy projektowaniu i testowaniu
biomateriatéw (np. polimeru 447) dla nowej generacji
nie-wirusowych wektoréw do transferu genéw (next-
-generation non-viral gene delivery vectors) [7].

Oddzielna kwestig jest stabilnos¢ ekspresji trans-
genu, co stanowi samo w sobie cel terapii. Od ponad
dwudziestu lat znane sg raporty pokazujace, ze po
wprowadzeniu ,,nagiego DNA” do migé$ni, mézgu czy
watroby niektdre plazmidy moga pozostawa¢é w formie
episomalnej (nie wlaczajac sie do chromosomowego
DNA komorek gospodarza) dajac niski poziom eks-
presji nawet przez 6 miesigcy [45, 97, 103]. W zwiazku
z tym dokladne zrozumienie mechanizméw stojacych
za wyciszaniem ekspresji z episomalnych wektorow jest
niezb¢dne do tworzenia skutecznych terapii opartych
na wektorach nie-wirusowych. Stosowane sg rézne
sposoby majace na celu przedtuzenie czasu, w jakim
transgen jest eksprymowany. Przyktadem moze by¢
konstrukeja ukltadu ztozonego promotora/wzmacnia-
cza (enhancera) w otoczeniu minigenu dla ludzkiego
czynnika IX. W ten sposéb ekspresj¢ tego czynnika
utrzymano w mysich komdrkach watroby przez 18 mie-
siecy. Bylo to pierwsze doniesienie o utrzymujacej si¢
ekspresji na poziomie terapeutycznym [63].

6. Terapie genowe bazujace na pDNA

Wedlug informacji uzyskanych z bazy danych
dostepnej na stronie The Journal of Gene Medicine
Clinical Trial [32] prowadzonych w tej chwili jest ponad
2000 prob klinicznych dotyczacych terapii genowych
z czego okolo 18% (prawie 400) wykorzystuje wek-
tory oparte na pDNA. Tym samym pDNA jest trze-
cim najczedciej wykorzystywanym w terapiach geno-
wych typem wektora (po wektorach adenowirusowych
i wektorach retrowirusowych). Dynamike przyrostu
terapii genowych wchodzacych w fazg badan klinicz-
nych prezentuje Rys. 1.
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Rys. 1. Przyrost ilo$ci terapii genowych w fazie badan klinicznych

opartych na wektorach

Uwzgledniono wektory wirusowe (Adeno+Retro- wirusowe) oraz wektory
»nagi”/plazmidowy DNA na przestrzeni lat 2004-2015. Na podstawie prac
[23-24, 32-33].

Dynamika wzrostu terapii genowych opartych na ba-
zie ,nagiego DNA” i plazmidowego DNA (pDNA) szcze-
golnie widoczna byla w latach 2004-2012 [23-24, 32-33].

W ciggu ostatniej dekady opublikowano szereg
raportow dotyczacych poszczegdlnych etapdéw badan
klinicznych dla réznych jednostek chorobowych.
Badania na modelach zwierzecych prowadzone byly
przykltadowo dla: choroby niedokrwiennej konczyn
[49], choroby niedokrwiennej migsnia sercowego [76],
choroby Parkinsona w modelu wykorzystujacym matpy
naczelne [48]. Wazniejsze jest jednak, ze prowadzi sie
badania kliniczne nad terapiami genowymi opartymi
o zastosowanie plazmidowego DNA u ludzi. Dostepne
sg raporty z badan klinicznych dotyczacych cukrzycy
z polineuropatig [73]. W 2013 roku ukazato si¢ pierw-
sze opracowanie dotyczace leczenia czerniaka skory
poprzez bezposrednie wstrzykiwanie plazmidowego
DNA kodujacego gen dla antyangiogennego peptydu
metargidyny (AMEP) w miejsca zmian nowotworowych
[80]. Plazmidowy DNA byt wykorzystywany zwlaszcza
w probach leczenia choréb ukladu sercowo-naczynio-
wego ze wzgledu na mozliwos¢ wprowadzania pDNA do
migsnia sercowego i migsni szkieletowych [84]. Podawa-
nie domig$niowe zostato wykorzystane w leczeniu bole-
snych neuropatii obwodowych u chorych z cukrzyca.
Podawany byl pDNA (VM202) niosgcy gen HGF-X7 dla
dwoch izoform czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF).
Badania te dotyczyly fazy 1/2 badan klinicznych [2].
Ten sam plazmid VM202 réwniez eksprymujacy HGF
zostal dwa lata wczesniej wykorzystany w fazie I badan
klinicznych dotyczacych bezpieczenstwa stosowania
PDNA do leczenia pacjentéw z choroba niedokrwienng
konczyn [40]. Ekspresja genu dla HGF umozliwita row-



PLAZMIDY JAKO WEKTORY DO TERAPII GENOWE]

niez leczenie chordb tetnic obwodowych (peripheral
arterial disease — PAD). W tych prébach klinicznych
wykorzystano komercyjny plazmid pVAXI1 jako wektor
do klonowania genu dla HGF [61].

Podjeto rowniez szereg prob wykorzystania genu dla
czynnika wzrostu srodblonka naczyn (vascular endo-
thelial growth factor - VEGF) w terapiach genowych
skierowanych na leczenie schorzen niedokrwiennych.
Terapie polegaly gléwnie na iniekcjach pDNA kodu-
jacego gen dla VEGF bezposrednio do rejonu zawatu
mie$nia sercowego. Przeprowadzono ponad 20 préb
klinicznych, ktére wykazywaly poprawe ukrwienia
rejonéw zmienionych chorobowo, ale tylko na wczes-
nych etapach terapii [34]. Podobnie mozna podsumo-
wac wyniki przeprowadzanej w Polsce proby klinicznej
wykorzystania plazmidu pVIF kodujacego dwa geny:
dla VEGF i dla czynnika wzrostu fibroblastéw (fibro-
blast growth factor — FGF) do leczenia choroby niedo-
krwiennej serca. Pomimo odczuwalnej przez pacjen-
tow poprawy, nie wykazano istotnych zmian ukrwienia
mie$nia sercowego [54].

Wedlug aktualnych doniesien z bazy danych badan
Klinicznych, w Polsce prowadzone sg badania nad pig-
cioma terapiami genowymi bazujacymi na plazmido-
wym DNA. S3 to badania nad terapiami w leczeniu
guzow ukladu pokarmowego; guzéw modzgu, raka
sromu oraz dwa programy dotyczace leczenia choréb
kardiologicznych [32].

7. Inne kierunki rozwoju terapii genowych
opartych na plazmidowym DNA

Oprocz wspomnianych w tej pracy metod terapii
genowych opartych na pDNA podejmowane s3 tez
badania majace na celu znalezienie odmiennych spo-
sobéw podawania pDNA lub wytwarzania nowych
wydajniejszych form terapeutycznego DNA. Kazde
z prezentowanych ponizej podej$¢ moze by¢ przedmio-
tem oddzielnej pracy przegladowej i stad ograniczanie
tematu tylko do zasygnalizowania odmiennych $ciezek

badawczych.
7.1. Baktofekcja

Baktofekcja to wykorzystywanie zywych bakterii
do bezpos$redniego transferu materialu genetycznego
do docelowego organizmu, organu lub tkanki [30, 69].
Taka metoda wykorzystana byla do eksperymentalnej
terapii w modelu nowotworowym opartej na podawa-
niu szczepu Salmonella niosacego plazmidy eksprymu-
jace geny dla roéznych cytokin [3]. Wykazano jednak, ze
baktofekcja jest bardziej wydajna w przypadku podawa-
nia genetycznie modyfikowanego szczepu Escherichia
coli do bton $luzowych okreznicy lub ptuc [10, 56]
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7.2. Alternatywna terapia genowa
(Alternative Gene Therapy - AGT)

Innym sposobem wykorzystania szczepéw bakte-
ryjnych w terapiach genowych jest tzw. alternatywna
terapia genowa (AGT). Polega ona na wykorzystaniu
genetycznie modyfikowanych szczepow bakteryjnych
do ekspresji i wydzielania terapeutycznych bialek bez-
posrednio w organizmie gospodarza [30]. Niezwykle
istotne w tym kontekscie byly badania Loessnera i wsp.,
ktére wykazaly mozliwos¢ regulowania ekspresji genu
dla terapeutycznego bialka z plazmidu in vivo [58].

7.3. Hydrozele

Hydrozele to tréjwymiarowe, usieciowane uklady
polimerdéw, ktére moga by¢ wykonane z dowolnego
polimeru rozpuszczalnego w wodzie. Ta dowolnos¢
daje mozliwo$¢ wykorzystania ich szerokich wlasnosci
fizyko-chemicznych. Ponadto hydrozele mogg by¢ for-
mowane w rézne postacie: plytki, powloki, filmy, mikro
i nano czasteczki. Dlatego tez hydrozele znalazly sze-
rokie zastosowanie w praktyce klinicznej i biomedy-
cynie doswiadczalnej: do tworzenia implantéw biome-
dycznych, w inzynierii tkankowej, bionanotechnologii
oraz do opracowywania nowych sposobéw podawania
lekéw. Porowata struktura umozliwia, bowiem lokowa-
nie np. leku w matrycy zelowej, a nast¢gpnie planowe
jego uwalnianie ze znang dynamikg zalezng od wspét-
czynnika dyfuzji. Ponadto powolna elucja pozwala na
zachowanie lokalnie wysokiego stezenia uwalnianego
preparatu w otaczajacych tkankach nawet przez diuz-
szy czas [42]. Bazujac na tym zjawisku, wykorzysta-
nie hydrozeli do terapii genowych polega wlasnie na
kontrolowanym w czasie wydzielaniu terapeutycznego
materialu genetycznego do otaczajacego srodowiska.
Tym samym zapewnia si¢ przedtuzong ekspresje¢ trans-
genu, zmniejsza si¢ ilo§¢ koniecznych dawek i obniza
sie toksycznos¢ terapii dla innych organéw (niebeda-
cych bezposrednimi celami terapii) [16-17].

7.4. Minikoliste DNA

Inne proponowane podejscie to wykorzystanie
syntetycznych, malych, koliScie zamknietych czaste-
czek DNA czyli mcDNA (minicircle DNA vectors)
uzyskiwanych na bazie pDNA. Dotychczas oczyszcza-
nie wektorow mcDNA bylo procesem bardzo praco
i czasochlonnym oraz wieloetapowym, polegajacym
na wycinaniu i oczyszczaniu odpowiednio przy-
gotowanych fragmentéw plazmidéw. Jednak wyko-
rzystanie systemow rekombinacyjnych pochodze-
nia prokariotycznego (gléwnie fagowego) znacznie
usprawnito caly proces [67]. Darquet i wsp., w dwoch
pracach z lat 1997 i 1999 po raz pierwszy wykazali, ze
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zastosowanie mcDNA pozwalalo na uzyskanie znacz-
nie wyzszego poziomu ekspresji transgenu w poroéw-
naniu z macierzystym plazmidem, lub z innym wek-
torem niosgcym ten sam transgen [18-19]. Wedtug
badaczy mcDNA powinno zapewnia¢ ciggla i specy-
ficzng wzgledem celu (in-targed) ekspresje transgenu
[31]. Ponadto, mcDNA latwiej jest wprowadza¢ do
komorek eukariotycznych uznanych za trudno trans-
formowalne np. neuronalne komdrki macierzyste (neu-
ral stem cells - NCS), w poréwnaniu do pDNA [59].
Jako gtéwne zalety mcDNA uznaje si¢ fakt, ze nie posia-
daja fragmentéw pochodzenia bakteryjnego (origin
replikacji, marker selekcyjny), sa mniej immunogenne
oraz mniejsze [66].

7.5. Mininici DNA

Podobny kierunek rozwoju prezentuje poszukiwa-
nie bardziej wydajnych wektoréw do transferu genéw.
Konstruuje si¢ mini nici DNA (DNA ministrings), czyli
matle, liniowe, kowalentnie zamkniete fragmenty DNA
zawierajgce jedynie transgen, a pozbawione zupelnie
sekwencji pochodzenia bakteryjnego. Sa to w zasadzie
tylko kasety ekspresyjne. Postuluje sig, ze takie terapie
moga by¢ bezpieczniejsze od tych wykorzystujacych
plazmidy i inne koliste wektory DNA [65]. W przy-
padku komoérek wolno-dzielacych si¢ mininici DNA sg
lepiej pobierane (wieksza wydajno$¢ transfekcji) oraz
wykazuja wyzszy poziom ekspresji genu terapeutycz-
nego. Uwaza si¢, Ze mininici DNA sa bezpieczniejsze
w stosowaniu ze wzgledu na swojg nizszg immuno-
genno$¢ oraz znacznie mniejsza tendencje do integracji
do genomu gospodarza [65].

8. Podsumowanie

Poczawszy od pionierskich eksperymentéw z konca
lat 80. XX wieku, ktére umozliwily przeprowadzenie
pierwszego oficjalnie potwierdzonego transferu mate-
rialu genetycznego u ludzi [75] terapia genowa jest
uwazana za jeden z najlepiej rokujacych sposobow
leczenia choréb o podlozu genetycznym. Koniecznym
warunkiem dostarczania materialu genetycznego do
miejsc objetych terapia sa wydajne wektory. W tej chwili
najpowszechniej wykorzystywane sg wektory pocho-
dzenia wirusowego oraz plazmidowy DNA. Szereg
cech plazmidéw stanowi o ich przydatno$ci w terapii
genowej, niemniej istnieje kilka przeszkod uniemozli-
wiajacych traktowanie plazmidéw jako wektoréw ide-
alnych. Gléwne bariery zostaly oméwione w niniejszej
pracy, a najwazniejszy wniosek ptyngcy ze studiowania
zaprezentowanych zrédet to konieczno$¢ poszukiwania
kolejnych sposobow na modyfikowanie plazmidowego
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DNA oraz dalsze badania w kierunku znalezienia spo-
sobu na wydajne dostarczanie terapeutycznego mate-
riatu genetycznego do docelowych komoérek.
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