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Streszczenie

Wprowadzenie:

Skora jako najwigkszy i najtatwiej dostepny narzad stanowi atrakcyjny cel dla terapii
genowej, ktora od wielu lat budzi ogromne nadzieje srodowiska naukowego. Jednakze, proby
terapii przeprowadzone z wykorzystaniem wektorow wirusowych wykazaly szereg wad 1
ograniczen m.in. obserwowano indukcj¢ odpowiedzi immunologicznej, losowa integracje
transgenu z genomem gospodarza i/lub niskg wydajno$¢ jego ekspresji. Dlatego, wciaz
poszukuje si¢ alternatywnych, skuteczniejszych i1 jednoczesnie bezpieczniejszych metod
transferu genow. Atrakcyjnej alternatywy upatruje si¢ w metodach niewirusowych.

Cel pracy:

Przedstawienie wybranych metod niewirusowego transferu gendéw wykorzystywanych w
terapii genowej chordb skory.

Skrdécony opis stanu wiedzy:

Terapia genowa chorob skory obejmuje wykorzystanie wektorow plazmidowych jako no$nika
genow terapeutycznych, a takze metod ich dostarczania do komorek takich jak:
elektroporacja, mikroiniekcja, sonikacja, wykorzystanie no$nikéw lipidowych i polimeréw
kationowych.

Podsumowanie:
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Niewirusowe metody transferu genow oferuja pewne zalety wiaczajac niska toksycznosc,
brak infekcyjnos$ci oraz tatwo$¢ i niskie koszty produkcji w poréwnaniu z technikami
wirusowymi. Niewirusowe metody wydajg si¢ by¢ obiecujacym narzedziem terapii genowej
chorob skory w szczegolnosci nowotwordéw tego narzadu.

Stowa kluczowe: plazmid, transfer genéw, skora, wirus, terapia genowa.

Summary

Introduction:

Skin, the largest and most accessible organ of the human body is considered as an ideal gene
therapy target. However, various types of viral vectors used in classical gene therapy have a
number of disadvantages, such as possibility of immune response induction, random
integration of inserts into the host genome or low expression efficiency. Therefore, there is an
urgent need for alternative, non-viral methods of gene transfer.

Aim of the study:

To present methods for non-viral gene transfer used in gene therapy of skin diseases.

Short description of knowledge state:

Gene therapy for skin diseases include the usage of plasmid vectors as a carrier for therapeutic
genes and different methods for their delivery into cells such as: electroporation,
microinjection, sonication, lipid carriers and cationic polymers.

Summary:

Non-viral gene transfer methods offer some advantages including lower toxicity, non-
infectious properties, ease of production and low costs as compared to viral techniques. Non-
viral approaches are the promising tool in gene therapy of skin diseases, in particular in skin
cancer ceases.

Key words: plasmids, gene transfer, skin, viruses, gene therapy.

Whprowadzenie

Skora to najwigkszy 1 najbardziej dostgpny organ ludzkiego ciata. Z racji fatwosci
wykonywania na niej wielu zabiegow np. iniekcji, przeszczepiania zmodyfikowanych
genetycznie komorek, a takze mozliwosci fatwego monitorowania przebiegu leczenia, stanowi
niezwykle atrakcyjny cel dla omawianych w publikacji technik terapii genowej.
Niewatpliwym atutem badan na skorze, jest takze zadowalajacy profil bezpieczenstwa
wprowadzanych w jej obrebie modyfikacji genetycznych, gdyz w razie niepowodzenia terapii
lub wystapienia skutkéw ubocznych, zmodyfikowane genetycznie komorki mozna relatywnie
tatwo usung¢ [1,2].

Terapia genowa jest uznawana jako potencjalnie skuteczne narzedzie w walce z

wieloma chorobami. Po spektakularnym sukcesie, jakim byto catkowite wyleczenie cigzkiego
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zlozonego niedoboru odpornosci zwigzanego z chromosomem X (SCID-X1, ang. Severe
Combined Immuno Deficiency) [3], wzbudzata ogromne nadzieje srodowiska naukowego.

Wiele badan przedklinicznych wykazatlo imponujace wyniki w zakresie choréb skory
z wykorzystaniem zaréwno Strategii ex vivo i in vivo. Wskazywano, ze techniki terapii
genowej mogg znalez¢ zastosowanie w leczeniu ciezkich chordb genetycznych skory, takich
jak epidermolysis bullosa, czy xeroderma pigmentosum, wielu zmian nowotworowych skory,
jak rbwniez w poprawie procesu gojenia ran [4,5,6].

W podstawowych zatozeniach terapia genowa ma na celu leczenie przyczynowe
chorob genetycznych. Polega to na wprowadzaniu obcego kwasu nukleinowego do komoérek
celem wywotania efektu terapeutycznego.

Ze wzgledu na sposéb dzialania wprowadzanego materiatu genetycznego, terapia
moze wykazywac charakter: suplementacyjny, supresorowy i/lub samobdjczy. W pierwszej z
wymienionych strategii, do komorek nieposiadajacych okreslonego genu lub posiadajacych
jego nieprawidlowa kopie, wprowadza si¢ sekwencje kodujace, ktore integrujac si¢ z
genomem komorki prowadzg do przywrocenia jej prawidtowego funkcjonowania. W strategii
supresorowej dostarczany do komorki materiat genetyczny ma na celu wyciszenie aktywnosci
wadliwych i/lub nadaktywnych genéw, najczgsciej na poziomie DNA lub mRNA. W ramach
tej strategii stosuje si¢ antysensowne oligonukleotydy, mate interferujace czasteczki RNA
(SIRNA, ang. short interfering RNA), rybozymy oraz aptamery. Z kolei celem samobojczej
terapii genowej jest dostarczenie do wadliwie funkcjonujacych komorek genu samobdjczego,
indukujacego $mier¢ komodrki w drodze apoptozy. Geny te koduja najczesciej enzymy, takie
jak kinaza tymidynowa wirusa opryszczki, przeksztalcajace nietoksyczne formy lekow, tzw.
proleki, do formy cytotoksycznej, ktorej dziatanie ograniczone zostaje jedynie do frakcji
komorek stransfekowanych. Podejscie to znalazto zastosowanie glownie w probach leczenia
nowotworow [7,8,9].

Terapi¢ genowa mozemy podzieli¢ takze ze wzglgdu na miejsce jej zastosowania na
terapi¢ in vivo i ex vivo. W terapii in vivo wadliwie funkcjonujace komorki transfekuje si¢
wektorem in situ w organizmie gospodarza np. poprzez bezposrednie nastrzyknigcie
Zmienionej nowotworowo tkanki. W podej$ciu ex vivo pobiera si¢ tkanki od gospodarza,
namnaza w kulturach in vitro i modyfikuje genetycznie poprzez transfekcje wektorem
zawierajagcym  gen  terapeutyczny. Nastepnie, po  wyselekcjonowaniu  populacji
zmodyfikowanych komoérek, ponownie wprowadza si¢ je do organizmu pacjenta [8,9].

Metode dominujacg w terapii genowej stanowi transfer genéw w zastosowaniem

wektorow wirusowych. Transfer tego rodzaju wykorzystuje naturalne zdolno$ci wirusow do
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infekowania komorek 1 wprowadzania do nich wlasnego materiatu genetycznego. Najczesciej
wykorzystywanymi wektorami wirusowymi sa zmodyfikowane adenowirusy, retrowirusy,
lentiwirusy 1 modyfikowane wirusy opryszczki. Niestety wszystkie posiadaja szereg wad,
ktore w znaczacy sposob ograniczaja mozliwos¢ ich zastosowania. Najwazniejsze z nich to
wzbudzanie silnej odpowiedzi immunologicznej, krétkotrwata  ekspresja  genu
terapeutycznego, losowa integracja z genomem gospodarza zwickszajaca ryzyko mutacji
insercyjnych, wysoka cytotoksycznos¢ oraz nierzadko skrajnie mata pojemnosé [2,8,9].

W zwigzku z wieloma ograniczeniami metod wirusowych opracowano strategie
wykorzystujace wektory niewirusowe, np. plazmidy. Koliste, dwuniciowe czgsteczki DNA,
replikujace w komorkach docelowych niezaleznie od genomu. Pozwalaja na wysoce wydajng
produkcje mRNA kodowanego transgenu w transfekowanych komorkach. W strukturze
plazmidowego wektora ekspresyjnego poza wybranym transgenem obecne s3:

1. Promotor - sekwencja wigzaca czynniki transkrypcyjne i polimeraz¢ RNA. Zazwyczaj
stosuje si¢ wysoce efektywne promotory pochodzenia wirusowego; najczesciej pochodzace
od wirusow: SV40 (Simian Virus), RSV (Respiratory Syncytial Virus) oraz CMV
(Cytomegalovirus). Stosuje si¢ rowniez promotory swoiste tkankowo.

2. Polilinker (MCS, ang. multi cloning site) - sekwencja rozpoznawana przez enzymy
restrykcyjne, ktora umozliwia wklejenie wybranego insertu w okre§lone miejsce plazmidu.

3. Replikon - sekwencja pochodzenia bakteryjnego, ktora zawiera w sobie wszystkie elementy
niezbedne do powielania plazmidu w komorkach bakteryjnych, w tym ori (miejsce startu
replikacji). Decyduje o liczbie kopii czasteczek plazmidu w danej komorce.

4. Gen opornosci na antybiotyk - umozliwiajagcy wyselekcjonowanie komorek
stransfekowanych. Najczesciej stosuje si¢ geny opornosci na ampicyling lub kanamycyng.

5. Gen reporterowy - pozwalajacy na ocen¢ poziomu transfekcji, a takze poziomu ekspresji
transgenu. Najcze¢$ciej stosowanymi genami reporterowymi sa: biatko zielonej fluorescencji

(GFP, ang. green fluorescentprotein) oraz gen B-galaktozydazy [2,8,9].

Powodzenie zar6wno wirusowej jak i niewirusowe;j strategii transferu, uzaleznione jest
od wielu czynnikow. Bardzo istotne znaczenie ma zaréwno wybor odpowiedniego genu
terapeutycznego, zaprojektowanie wektora umozliwiajacego stabilng, dtugotrwaly i wydajna
ekspresje transgenu, jak rowniez doboér jak najefektywniejszej metody dostarczenia wektora z
insertem do komorek docelowych. Na przyktad wydajnos¢ transferu genéw za posrednictwem
adenowirusOw jest W Zznacznej mierze uzalezniona od wystgpowania na powierzchni

transdukowanych komorek receptorow adenowirusowych (CAR). Wigze si¢ to niska
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skutecznoscig transdukcji komorek epitelialnych, wiec Szczegdlne nadzieje na leczenie

chorob skory poktada si¢ w metodach opartych na niewirusowym transferze genow [2,4,8,9].

Cel pracy
Przedstawienie wybranych metod niewirusowego transferu genow na przyktadach

terapii genowej chordb skory.

Skrocony opis stanu wiedzy

Metody niewirusowego transferu genow do komorek skory

Istnieje szereg metod fizycznych i fizykochemicznych wykorzystywanych w terapii
genowej, ktore umozliwiaja wydajne dostarczenie wektora do komoérek skory. Do najczesciej
stosowanych metod fizycznych zalicza si¢: elektroporacje, mikroiniekcjg, wykorzystanie
pistoletu genowego i sonikacje. W przypadku metod fizykochemicznych wyrdznia si¢
zastosowanie: polimerow kationowych, odczynnikow lipidowych, czy tez bialek
penetrujacych btone komorkowa [8,9,11,12]. Ponizej omdwiono zasady dziatania wyzej

wymienionych technik w kontekscie terapii genowej chorob skory.

Elektroporacja

Elektroporacja, zwana takze elektopermabilizacja, wykorzystuje krétkie impulsy pradu
elektycznego (10us-100ms) o wysokim napigciu (50-1500V/cm) w celu destabilizacji btony
komorkowej 1 uformowania si¢ porow, przez ktore do wnegtrza komorki moga przenikaé
relatywnie duze, egzogenne czasteczki, takie jak DNA. Wydajnos$¢ tego procesu jest zalezna
od sktadu blony komoérkowej, wielkosci i konformacji czasteczki DNA, czasu trwania
poszczegbdlnych pulsow, jak rowniez napigcia, jakie zostanie przytozone do danej tkanki. W
przypadku stosowania elektroporacji na potrzeby transferu gendw, zastosowanie relatywnie
dhuzszych pulséw (20-60ms), przy nizszym napieciu (700V/cm), skutkuje zwigkszeniem
skutecznosci tej metody [9,10]. Elektroporacja jest obecnie jedng z najczesciej wybieranych
technik fizycznych wprowadzania rdznego rodzaju czasteczek do zywych komoérek. W
przypadku plazmidowego DNA, zastosowanie tej metody zwigksza zaréwno absorpcje jak i
ekspresje wprowadzonych gendéw. W badaniach prowadzonych na komorkach skory

elektroporacja jest mato inwazyjna i na ogot dobrze tolerowana.
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Ferraro i Lee z sukcesem wykorzystali elektroporacje w swoich badaniach
dotyczacych $rodskornego transferu plazmidéw kodujacych czynniki wzrostu takie jak:
VEGF, FGF-2 czy TGF-B do trudno gojacych si¢ ran w modelach mysich. Wzmozona
ekspresja tych czasteczek w znaczacy sposob stymulowata angiogeneze i proliferacje
fibroblastow przyspieszajac proces gojenia i bliznowacenia [13,4,15].

Szczegdlowy protokot dostarczenia plazmidowego DNA do skéry §winek morskich
przez elektroporacje, uwzgledniajacy natezenie pola elektrycznego, dlugo$¢ i szerokosc
impulséw oraz formutg plazmidowego DNA przedstawili takze Broderick i wsp. [16].

Natomiast Lucas i Heller wykorzystujac elektroporacj¢ wprowadzili plazmidy
kodujace gen IL-12 do komorek czerniaka myszy doswiadczalnych. Dzigki skutecznej
transfekcji uzyskali catkowita remisj¢ guzéw w niemal 80% przypadkow [17,18]. Wyniki te
pozwolily na przeprowadzenie badan klinicznych I fazy, gdzie wykazali, iz wprowadzenie
metodg elektroporacji genu dla IL-12, kodowanego na plazmidzie, po pierwsze skutkuje
zmniejszeniem objetosci 1 remisjg transfekowanego guza, a po drugie regresja zmian
oddalonych od miejsca wykonania procedury [19, 20].

Cha i Daud w roku 2012 réwniez zastosowali plazmid kodujacy IL-12 dostarczony in
Vivo bezposrednio do komorek czerniaka. Wyniki doswiadczen potwierdzity skuteczno$é
samej metody transferu jak i wplyw cytokiny na uktadowa reakcj¢ immunologiczng oraz
calkowita dilugotrwata regresje guza. Zastosowanie opisanego transferu genow
immunmodulujacych cytokin wydaje si¢ bardzo obiecujagcym podejsciem ze wzgledu na brak
toksycznos$ci ogélnoustrojowej zwigzanej z ich dozylnym podaniem [21].

W 2015 roku Lamolinara i wsp. wykazali, ze srodskorne zastosowanie impulsowego
pola elektrycznego in vivo pozwala na jednoczesne dostarczenie odpowiedniej szczepionki do
réznych typow komorek. Skutecznie permeabilizowane komorki znajdujace si¢ we
wszystkich warstwach skory, migrowaly do weztdéw chlonnych wywotujac pozadang
odpowiedZ immunologiczna [22].

Wszystkie wspomniane wyzej badania wskazujg ze omawiana technika jest skuteczna,
bezpieczna i mogtaby mie¢ zastosowanie w warunkach klinicznych. Dodatkowo, prowadzone
sg badania nad udoskonalaniem sprzetu do elektroporacji, celem zwiekszenia dawek

szczepionek transferowanych do komorek skory [23].

Sonikacja
Zdecydowanie mniej popularng metodg w  terapii genowej  schorzen

dermatologicznych, jest sonikacja, ktora podobnie jak elektroporacja opiera si¢ na
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permeabilizacji blony komorkowej. Jednak, zamiast pradu elektrycznego, wykorzystuje fale
ultradzwickowe do wytworzenia porow w Dblonie komodrkowej w  obecno$ci
mikropecherzykéw powietrza, stabilizowanych przez réznego rodzaju polimery czy
fosfolipidy. Mikropecherzyki, podczas ekspozycji na ultradzwieki, pekajg, tworzac niewielka
fale uderzeniows, ktora sprzyja tworzeniu porow w blonie komoérkowej, w konsekwencji
ulatwiajagc dokomorkowy transfer DNA [24]. Metoda ta jest uznawana za bezpieczng i
wydajng, zostala z powodzeniem zastosowana do transferu genow do komoérek migsnia
sercowego i komorek tkanki kostnej [25,26]. Badaniami skory, w 2009 roku zajeli sie Gupta i
wsp., zastosowali ultradzwigkowy system SonoPrep® do zwickszenia przepuszczalnosci
skory 1 szybkiego, bezinwazyjnego dostarczania srodkéw znieczulajacych. Zaobserwowali, ze
sonikacja zwigksza przepuszczalno$¢ skory dla lekow przez dluzszy okres czasu (w
szczegolnosci pod wplywem okluzji) i dodatkowo moze ulatwiaé stale przezskorne

podawanie lekow oraz diagnostyke ekstrakcji ich metabolitow [27].

Pistolet genowy

W probach leczenia chordb skory badacze wykorzystuja takze pistolet genowy (ang.
gene-gun). Jest to metoda, u podstaw ktorej lezy optaszczenie czasteczek obojetnych metali,
takich jak zloto czy wolfram, nagim DNA, a nastepnie rozpgdzenie ich za pomocg
odpowiednio skonstruowanego urzadzenia tzw ,pistoletu” do predkosci umozliwiajacych
penetracje komorek tkanki docelowej. W zalezno$ci od zastosowanego urzadzenia, efekt ten
uzyskuje si¢ przy pomocy oddzialywan magnetycznych, elektrostatycznych, badz, co ma
miejsce najczgsciej, wysokiego ci$nienia gazéw obojetnych (np. helu) [9,28]. Metoda ma
szerokie zastosowanie w przypadku terapii genowej komorek skory, w szczegdlnosci w
strategiach obejmujacych wprowadzanie gendow samobdjczych, szczepionek DNA, czy tez
immunomodulacji [2,9,29].

Xia 1 wsp. oceniali skuteczno$¢ techniki transferu plazmidu kodujacego gen lucyferazy
(Luc) do mysich komoérek skory i watroby za pomocg pistoletu genowego Helios
nape¢dzanego helem (wykorzystano czasteczki ztota skonigowane z plazmidowym DNA o
srednicy 1pm). Badacze okreslili ilos¢ DNA optymalng dla pojedynczej czasteczki
mikronos$nika oraz ujawnili znaczne rdznice w kinetyce ekspresji genu Luc w zaleznos$ci od
tkanki (w skorze spadata szybciej). Wyniki te (szczegdlnie specyficzna tkankowo kinetyka
ekspresji) powinny mie¢ kluczowe znaczenie w projektowaniu skutecznej terapii genowej z

wykorzystaniem transferu ,,gene-gun” [30].
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Efektywnos¢ pistoletu genowego sprawdzano takze w probach terapii nowotworow
skory. W 2013 roku Steitz i Tiiting w mysim modelu czerniaka B16, zastosowali Helios gene-
gun w celu transferu do komoérek skory plazmidu kodujacego antygen réznicowania
melanocytow (TRP2). Do$wiadczenie pokazato mozliwos¢ wyindukowania odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Obserwowano produkcje przeciwciatl skierowanych przeciwko
antygenom czerniakowym. Wyniki uzyskane przez zespot badaczy bez watpienia stanowia
punkt wyjscia dla terapii celowanych w inne antygeny [31].

Z kolei eksperyment przeprowadzony na modelu mysim przez Abe'a i Furumoto
wykazat, ze §rodskorne podanie genu Flt3-ligand za pomocg pistoletu genowego do komorek
witokniakomigsaka zwickszal liczbe komorek dendrytycznych w rejonie transfekcji, co
przektadalo si¢ na wydajniejsza prezentacje antygenow nowotworowych limfocytom T.
Bezposrednim korzystnym efektem takiego dzialania byl znaczacy spadek odsetka
proliferujacych komorek nowotworowych i zmniejszenie masy oraz objetosci guza [32].

Jakkolwiek technika ,,gene-gun” cho¢ postrzegana za szybkg i bezpieczna, to posiada
rowniez wady, do ktorych zalicza si¢ m. in. mozliwo$¢ fragmentacji wprowadzanych
czasteczek DNA ze wzgladu na dzialanie znacznych sit $cinajacych, jak réwniez wysokie

ryzyko dezintegracji docelowych komorek [28,33,34].

Mikroiniekcja

Rzadziej wykorzystywang w ostatnim czasie fizyczng metoda transferu genow jest
mikroiniekcja. Technika z zakresu mikrochirurgii, uwazana za jednag z najmniej
skomplikowanych i najszybszych metod wprowadzania genéw do komorek. Istote metody
stanowi fizyczna penetracja btony komoérkowej za pomoca mikropipety wyposazonej w
szklang mikroigte. Mikropipeta posiada takze urzadzenie stabilizujace, co zapewnia wysoka
precyzje 1 minimalizuje ryzyko uszkodzenia komorek podczas wstrzykiwania ptynu z nagim
DNA. Jednak, co stanowi niewatpliwy mankament tej metody, uzyskuje si¢ stosunkowo
niewielka ekspresje¢ transferowanego genu. W celu jej zwigkszenia rozwaza si¢ stosowanie
srodkéw wspomagajacych, w tym niejonowych polimerdéw, Srodkéw powierzchniowo
czynnych oraz inhibitorow nukleaz [35,36].

Jak dotad za pomocg mikroiniekcji, z sukcesem, udato si¢ stransfekowaé komorki
skory, migsni i watroby [34,37]. Potencjalne zastosowanie metody w celu dostarczania genow
do komorek skory potwierdzili réwniez Chabri, Coulman, Pearton [38,39,40]. Zespot
naukowcow zastosowal w celu doskornego transferu mikroigly optaszczone plazmidowym

(reporterowym) DNA. W pobranych wycinkach kontrolnych badano ekspresje transgenu.
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Mimo sukcesu doswiadczenia, autorzy podkreslaja potrzebe dalszego badania wiasciwosci
rozpuszczalnego optaszczonego DNA plazmidowego [40]. Gonzalez-Gonzalez i wsp. w
swoich badaniach wskazali rowniez na potrzebe wykorzystania nieinwazyjnych
przyzyciowych metod obrazowania jako pomocy w udoskonalaniu i rozwoju technik
mikroiniekcji. Za pomocg bioluminescencji obserwowano rozklad ekspresji genu
reporterowego kodowanego przez plazmid wstrzykniety do keratynocytow [41]. W 2013 roku
Chong i wsp. przedstawili proof-of-concept dotyczacy wyciszania genéw za pomoca
mikroigiet pokrytych matymi interferencyjnymi czasteczkami RNA (siRNA) [42]. Probowano
tez zastosowa¢ odmian¢ mikroiniekcji ze strzykawkag beziglowa (ang. Jet Iniection) gdzie
strumien roztworu DNA napedzany jest przez aparat wykorzystujacy sprezony dwutlenek
wegla. Przeprowadzono transfer gendw do komorek raka skory jako rozwigzanie

suplementujace chemioterapig [43].

Odczynniki lipidowe

Zupehie odrgbng grupg technik niewirusowego transferu gendéw stanowig metody
fizykochemiczne zaktadajace zastosowanie specyficznych nosnikéw tworzonych na bazie
syntetycznych zwigzkdw chemicznych lub wysoko oczyszczonych substancji naturalnych.

Jednym z typoéw w/w nos$nikéw sa odczynniki kationowe. Tworza one sferyczne,
dwuwarstwowe struktury lipidowe, ktore ze wzgledu na swoj hydrofobowy charakter moga
integrowac si¢ z btong komorki, przenoszac jednoczesnie do jej wnetrza material genetyczny
[9,44]. Szczegdlng odmiang no$nikow tego rodzaju sg lipidy kationowe, zbudowane z
dodatnio natadowanej ,,glowy” wigzacej ujemnie natadowane reszty fosforanowe kwasow
nukleinowych oraz hydrofobowych zakonczen w postaci alifatycznych tancuchow. Taka
budowa pozwala na uformowanie tzw. lipopleksu, w ktorym ujemnie naladowane czasteczki
kwasow nukleinowych zamknigte s3 w dodatnio natadowanym wnetrzu hydrofobowej sfery,
co nie tylko umozliwia efektywne przej$cie przez btone komorkowa, ale réwniez chroni
przenoszony material genetyczny przed dzialaniem S$rodowiska zewnetrznego, w
szczegdlnosci przed aktywnoscig nukleaz zdolnych do jego degradacji [45]. Bardzo czgsto
lipidy kationowe poddaje si¢ réoznym modyfikacjom chemicznym, takim jak oplaszczenie
glikolem polietylenowym (PEG, ang. Polyethylene Glycol), co ma na celu zaré6wno
wydluzenie czasu ich pottrwania, jak rowniez zmniejszenie ryzyka wystgpienia odpowiedzi
immunologicznej ze strony organizmu gospodarza [46].

Polimery kationowe sg zdolne, podobnie jak kationowe lipidy, do wigzania ujemnie

natadowanych czasteczek kwaséw nukleinowych i przenoszenia ich przez blony komorkowe.
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Jednakze potaczenie to jest znacznie stabilniejsze, a wypadkowy tadunek catego kompleksu
jest zblizony do obojetnego, co znaczaco zmniejsza niepozadane z punktu widzenia transferu
genow oddziatywania z biatkami osocza i/lub macierzy zewnatrzkomorkowej [47].
Najczescie] wykorzystywanym polimerem kationowym jest polietyloimina (PEI, ang.
polyethylenimine), ktora moze wystgpowaé¢ w formie liniowej i rozgat¢zionej. Posta¢ liniowa
cechuje si¢ znacznie mniejsza toksycznoscia i wyzsza wydajnoscia transfekcji niz forma
rozgaleziona, dlatego wydaje si¢ by¢ atrakcyjniejsza dla zastosowan in vivo [47,48,49].

Shanmugam 1 wsp. wykazali, ze przeptyw leku przez skore jest bardziej wydajny i
stabilny przy zastosowaniu liposoméw kationowych, a w nastepnej kolejnosci anionowych i
obojetnych liposomoéw [50]. Carrer 1 wsp. zwracaja uwage ze stezenia lipidow stosowanych
do formowania liposom6éw moga mie¢ istotny wptyw na przepuszczalno$¢ skory. Liposomy
utworzone z bardziej skoncentrowanych lipidéw mniej efektywnie penetruja btlone
komoérkowa w poréwnaniu do tych z mniejsza koncentracja, ktére moga swobodnie przenikac
przez granice naskorka i skory [S1].

W terapii genowej chordb skory przedstawione powyzej nosniki takze znalazly
zastosowanie. Matsumoto i wsp. uzyli liposoméw kationowych do transfekcji komorek
czarniaka plazmidem kodujacym ludzki IFN-beta. Wyniki wykazaty zwiekszone naciekanie
komorek T CD4+ wokot komorek czerniaka zlokalizowanych w skorze wiasciwej, cho¢ byty
to pojedyncze reakcje. Nie odnotowano skutkow ubocznych terapii, jednak jej skuteczno$¢
nie byta zadowalajaca. Taka strategia, pod warunkiem wprowadzenia zmain, moze okazaé si¢
potencjalnie skutecznym narz¢dziem w leczeniu réznych nowotwordéw, w tym czerniaka [52].

Liu i wsp. zastosowali PEI o nizszej masie molekularnej (LMW-PEI) do transfekc;ji
plazmidem kodujacym biatko GFP. Efektywno$¢ transfekcji badano w komorkach linii
CM7721 i w skorze myszy. Wyniki wykazaty transfekcje na poziomie 55%, ponadto
odnotowano, ze ze wzrostem masy czasteczkowej PEI, wzrastata cytotoksyczno$¢ co
powodowato spadek efektywnosci transfekcji. Jednak, zastosowanie LMW-PEI w transferze
genow wydaje si¢ by¢ interesujacg alternatywa [53].

W 2012 roku Jan i wsp. takze badali skutecznos$¢ polietylenoiminy w transferze
plazmidu kodujacego odwrotng transkryptaze ludzkiej telomerazy (hTERT) do komorek
macierzystych mieszkow wlosowych. Wyniki do§wiadczenia byly zadowalajace, znaczaco
zwigkszyla si¢ proliferacja komorek po transfekcji, a ok. 15 dni od wykonania procedury
komorki mieszkéw wlosowych wchodzity w fazg anagenu, podczas gdy komorki

nietransfekowane pozostawaty w fazie telogenu [54].
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CPP

Ostatnia z metod transferu genéw warta uwagi jest wykorzystanie biatek
penetrujacych komorki (CPP, ang. cell penetrating proteins), zwanych takze biatkowymi
domenami transdukcyjnymi  (PTD, ang. protein transduction domains). Cecha
charakterystyczng tych biatek jest zdolnos¢ do niezwykle szybkiego przenikania przez btony
komorkowe. Wynika to z ich specyficznego sktadu aminokwasowego (przewaga
aminokwasow zasadowych, glownie lizyny i argininy) [55]. Z powodu dodatniego tadunku
jaki posiadajg, CPP sg zdolne wigza¢ kwasy nukleinowe, a sam transport do wnetrza komorki
zachodzi na drodze licznych, oddziatywan pomigdzy czasteczky biatka, a elementami blony
komorkowej [56]. Glowng zaleta przemawiajacg za stosowaniem biatek przenosnikowych jest
brak toksyczno$ci wynikajacy z dziatania opartego na procesach aktywnego transportu
przezblonowego (m.in. na endocytozie czy makropinocytozie) oraz ich niezalezno$¢ od
wystepowania na powierzchni komoérek odpowiednich receptorow [57,58].

Jako pierwszy Rothbard et al. w 2000 roku opisat zastosowanie CPP do dostarczania
peptydow do skory. Wykazal, ze peptyd R7 (poliarginina-7) sam moze przekroczy¢ bariere
skory wlasciwej, a gleboko§¢ i natezenie penetracji skory zalezy od dlugosci i stezenia
stosowanego peptydu [59].

Johnson i wsp. w 2010 roku wykazali potencjalne zastosowanie nowego biatka
penetrujgcego komorki POD (peptide for ocular delivery) w transferze genéw do komorek
skory. Kompleks bialek POD-GFP zlokalizowano w naskérku myszy doswiadczalnych,
jednak nie w komodrkach skory wilasciwej. Niemniej jednak, wstepne wyniki zachecaja do

dalszych badan z uzyciem biatka POD [60].

Podsumowanie

Niewirusowe metody transferu gendéw zostaly opracowane w celu ominigcia
komplikacji zwigzanych z zastosowaniem wektoréw wirusowych. Techniki te réznig sie
znacznie pod wzgledem skutecznos$ci transfekcji 1 toksycznosci. W ciggu ostatnich lat
opracowano wiele nowych niewirusowych sposoboéw dostarczania genéw terapeutycznych, w
szczegolnosci w zakresie metod chemicznych jak rowniez zastosowan metod fizycznych in
vivo. Efektywno$¢ niewirusowego transferu gendw jest nadal nizsza od wysoko wydajnych
wektorow wirusowych. Z kolei liczne badania potwierdzaja korzystniejszy profil
bezpieczenstwa oraz znacznie nizsze koszty 1 tatwiejsza produkcje, wzgledem metod z

wykorzystaniem no$nikéw wirusowych.
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Niewirusowy transfer gendow terapeutycznych niezaprzeczalnie prezentuje jeden ze

sposobow potencjalnie skutecznej terapii chordb skory, ale aktualny stan wiedzy sugeruje

konieczno$¢ ciggtego udoskonalania dostepnych metod.
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