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Streszczenie

  Od wielu lat są poszukiwane sposoby zwiększenia reaktywności układu odpornościowego w cho-
robie nowotworowej, przez stosowanie różnego rodzaju immunomodulatorów. Wśród nich zna-
czące miejsce znalazły cytokiny. Jednym z potencjalnych narzędzi terapeutycznych do modyfi -
kacji środowiska cytokinowego nowotworu są komórki dendrytyczne z wprowadzonymi genami 
kodującymi cytokiny. Jako nośniki genów cytokin najczęściej wykorzystuje się wektory retrowi-
rusowe. Szeroko zakrojone badania nad optymalizacją procesu modyfi kacji genetycznej komó-
rek dendrytycznych za pomocą wektorów wirusowych powinny przybliżyć ich stosowanie w im-
munoterapii przeciwnowotworowej.
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Summary

  For many years, the application of various types of immunostimulators (among which cytoki-
nes have proved to play a crucial role) has been one of the ways to enhance anti-tumor immunity. 
Dendritic cells genetically modifi ed towards cytokine production have been proposed as a poten-
tial therapeutic tool to enable restoration of the cytokine environment diminished by a growing 
tumor. Retroviral vectors have been the most often used carriers of cytokine genes. Therefore, op-
timization of the genetic procedure of inserting retroviral vectors into DCs has been widely stu-
died largely in order to achieve better immunotherapeutic effects against tumor.
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CYTOKINY W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

W fazie progresywnego wzrostu nowotworu układ odpor-
nościowy staje się niewydolny, zarówno na poziomie od-
powiedzi nieswoistej, jak i swoistej. Jednym z czynników 
odpowiedzialnych za tę niewydolność jest zmieniony pro-
fi l cytokin w środowisku nowotworu, w którym dominują 
czynniki hamujące odpowiedź odpornościową, takie jak 
VEGF, TGF-b czy IL-10 [19]. Dlatego poszukuje się kom-
pleksowego sposobu przywrócenia reaktywności układu 
odpornościowego przez zastosowanie różnego rodzaju im-
munomodulatorów, w tym również cytokin, które właści-
wie dobrane, mogą być wykorzystane w generowaniu sku-
tecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej [22]. Niektóre 
cytokiny i czynniki wzrostowe są już stosowane w klini-
ce. Dotyczy to zwłaszcza interferonów, czynników kolo-
niotwórczych (np. GM-CSF), a także interleukin, m. in. 
IL-2, -6 i -12 [13,60].

W warunkach fi zjologicznych, IFN-a jest czynnikiem sty-
mulującym aktywność cytotoksyczną komórek NK i zwięk-
szającym ekspresję antygenów zgodności tkankowej na ko-
mórkach prezentujących antygen (APC). Obecnie jest on 
stosowany w terapii zarówno chorób rozrostowych krwi 
(białaczki, chłoniaki B- i T-komórkowe), jak i u pacjen-
tów z innymi nowotworami (czerniak, rak nerki, mięsak 
Kaposiego) [69]. Z kolei IL-2 uczestniczy w różnicowa-
niu i aktywacji dojrzałych cytotoksycznych limfocytów T, 
limfocytów B oraz komórek NK. Jednak próby wykorzy-
stania rekombinowanej IL-2 w leczeniu chorych z czernia-
kiem i rakiem nerki nie przyniosły oczekiwanych rezultatów 
ze względu na często występujące działania niepożądane 
[30]. Kolejną cytokiną, której zastosowanie w terapii wy-
dawało się bardzo obiecujące jest IL-12. Jest ona czyn-

nikiem zaangażowanym w aktywację odpowiedzi typu 
TH1, komórek NK oraz w stymulację antygenowo swoi-
stych cytotoksycznych limfocytów T (CTL). W ekspery-
mentach na myszach wykazano, że IL-12 dzięki swojej ak-
tywności prozapalnej i immunoregulatorowej jest zdolna 
do indukowania silnej odpowiedzi przeciwnowotworowej. 
Natomiast ze względu na znaczną toksyczność jej zasto-
sowanie w zwalczaniu nowotworów ludzkich okazało się 
kontrowersyjne [63,78].

Działania niepożądane, spowodowane przez konieczność 
częstego, systemowego podawania dużych dawek cytokin, 
zmusiły badaczy do poszukiwania sposobów, które pozwo-
liłyby na zmniejszenie dawek cytokin, a także przedłużyły 
ich okres półtrwania w organizmie. Jednym z takich rozwią-
zań jest stosowanie tzw. cytokin pegylowanych w postaci 
koniugatu z polimerem glikolu polietylenowego. Pegylacji 
poddaje się takie cytokiny, jak: IFN-a, IFN-g, IL-2, oraz 
GM-CSF i G-CSF [28]. Alternatywnym sposobem miej-
scowego dostarczania cytokin są immunocytokiny, składa-
jące się z dwóch części: segmentu o charakterze przeciw-
ciała, rozpoznającego cząsteczki powierzchniowe komórek 
nowotworowych oraz samej cytokiny. Przykładem może 
być konstrukt niosący IL-2 połączoną z fragmentem prze-
ciwciała skierowanego przeciwko jednej z cząsteczek ad-
hezyjnych o nazwie EpCAM, obecnej na powierzchni ko-
mórek nowotworowych pochodzenia nabłonkowego [63].

Innym źródłem cytokin mogą być szczepionki komórkowe. 
Wykorzystuje się w nich komórki zarówno transfekowane, 
jak i transdukowane1 genami cytokin. Takim modyfi kacjom 
poddaje się często komórki nowotworowe (autologiczne lub 
allogeniczne), które pełnią wtedy rolę źródła zarówno cy-
tokiny, jak i antygenów nowotworowych [52].
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 Wykaz skrótów: APC – komórka prezentująca antygen (antigen presenting cell); CD – kompleks różnicowania 
(cluster of differentiation); CD40L – CD154 – ligand antygenu CD40; CTL – cytotoksyczne limfocyty 
T; CMV – cytomegalowirus (cytomegalovirus); DC – komórka dendrytyczna (dendritic cell); 
Flt3-L – Flt3 ligand (fms-like tyrosine kinase 3 ligand); G-CSF – czynnik stymulujący tworzenie 
kolonii granulocytów (granulocyte colony-stimulating factor); GM-CSF – czynnik stymulujący 
tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor); 
IL – interleukina; IFN – interferon; LPS – lipopolisacharyd; LTR – sekwencja promotorowa (long 
terminal repeat); MHC – główny układ zgodności tkankowej (major histocompatibility complex); 
TAA – antygeny związane z nowotworem (tumor associated antigens); TSA – antygeny nowotworowo 
swoiste (tumor specifi c antigens); TGF-b – transformujący czynnik wzrostu beta (transforming growth 
factor-b); Th – pomocnicze limfocyty T; TNF – czynnik martwicy nowotworów (tumor necrosis factor); 
VEGF – czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (vascular endothelial growth factor).

1  Dla zjawiska wprowadzania genów z użyciem nośników chemicznych lub fi zycznych przyjęto nazwę transfekcja, pod-
czas gdy proces przenoszenia genów via nośniki wirusowe określany jest mianem transdukcji. Jest to niereplikacyjny 
proces infekcji wprowadzający do komórki docelowej funkcjonalną informację genetyczną z rekombinowanego wekto-
ra wirusowego [10].
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W badaniach na zwierzętach, którym podawano komórki 
nowotworowe wytwarzające GM-CSF, w miejscu podania 
obserwowano zwiększony napływ dojrzałych DC, makro-
fagów i eozynofi lów, co wzmagało skuteczną prezentację 
antygenów nowotworowych. W doświadczeniach, w któ-
rych myszom wszczepiano komórki mysiego raka sutka 
wytwarzające cytokiny (IL-4, -7, -6, -1, IFN-g, TNF-a lub 
G-CSF), obserwowano obniżenie, a nawet zanik ich tumo-
rogenności. W niektórych przypadkach eliminacja trans-
duktantów chroniła myszy przed przyjęciem się przeszcze-
pu sprawdzającego [53]. Zastosowane jako szczepionka 
komórki mysiego czerniaka B16, wytwarzające IL-1b, in-
dukowały reakcje odpornościowe powodujące odrzucenie 
nietransdukowanych komórek tego czerniaka [11]. Jednak 
w przypadku komórek mysiego raka płuc Lewis (LL2) rów-
nież transdukowanych genem IL-1b, po ich wszczepieniu 
zaobserwowano wprawdzie nasilenie procesu zapalnego, 

lecz towarzyszył temu szybszy wzrost guza oraz wzmo-
żona angiogeneza, w porównaniu z nietransdukowanymi 
komórkami kontrolnymi LL2 [66]. W próbach leczenia 
chorych z rakiem nerki i czerniakiem, którym podano au-
tologiczne komórki nowotworowe wytwarzające GM-CSF, 
obserwowano zwiększoną aktywność swoistych dla tych 
nowotworów limfocytów T, a sporadycznie nawet regresję 
nowotworu [26]. Podawanie autologicznych komórek no-
wotworowych transdukowanych IL-2 lub IL-7 prowadziło 
do zwiększenia ekspansji i czasu przeżycia limfocytów T, 
a w efekcie do zahamowania wzrostu neuroblastoma i czer-
niaka u pacjentów poddanych terapii [12,18].

Stosowanie genetycznie modyfi kowanych komórek nowo-
tworowych ma również swoje ograniczenia. Komórki no-
wotworowe są słabo rozpoznawane przez komórki układu 
odpornościowego, mogą również same wytwarzać czyn-
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Ryc. 1.  Schemat dojrzewania komórek dendrytycznych; status DC jest określany na podstawie wielu parametrów, m.in. cech morfologicznych, fenotypowych 
i funkcjonalnych oraz zdolności do migracji w odpowiedzi na bodźce chemotaktyczne. Bardzo ważną cechą DC jest ich zdolność do różnicowania. 
Komórki te przechodzą w postać dojrzałą w wyniku stymulacji antygenowej (rozpoznanie i pochłanianie antygenu) lub pod wpływem cytokin 
prozapalnych. Na powierzchni DC dochodzi wtedy do zmian w ekspresji receptorów chemokin (obniżenie poziomu CCR6 i wzrost CCR7), co umożliwia 
tym komórkom migrację w kierunku wtórnych narządów limfatycznych. Wzrasta również ekspresja cząsteczek głównego układu zgodności tkankowej 
(MHC) klasy I i klasy II oraz cząsteczek kostymulujących (CD80, CD86, CD40) [16]. W tej postaci komórki DC są zdolne do aktywowania naiwnych 
limfocytów T. Właściwości immunogenne DC są w dużej mierze określane poprzez ich potencjał do wytwarzania cytokin (TNF-α, IL-12, -15, -18, 
IFN-γ), za pomocą których regulują swoistą, odpowiedź komórkową. Szczególnie istotną rolę pełni tu IL-12, która powoduje polaryzację odpowiedzi 
odpornościowej. W odpowiedzi na infekcję bakteryjną lub wirusową DC pochodzenia mieloidalnego wytwarzają IL-12 w ilości, która wspomaga 
różnicowanie niedojrzałych pomocniczych limfocytów T, oraz promuje wydzielanie IFN-γ przez limfocyty Th1 [69]. Natomiast w obecności innych 
czynników aktywujących (takich jak np. TNF-α, IL-1, niektóre toksyny lub FasL) ilość IL-12 wytwarzanej przez DC jest zbyt mała, aby uruchomić 
odpowiedź komórkową. Prowadzi to do generowania odpowiedzi typu Th2 [32]
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niki immunosupresyjne i proangiogenne. Dlatego w tera-
pii przeciwnowotworowej jako nośniki cytokin próbuje się 
wykorzystywać inne komórki. Początkowo były to fi brobla-
sty, które stosunkowo łatwo ulegają modyfi kacjom gene-
tycznym. Wykazano, że doguzowe wprowadzanie fi brobla-
stów transdukowanych IL-12 pacjentom z zaawansowanym 
czerniakiem wywoływało nekrozę guza i przejściową re-
dukcję jego masy [34]. Jednak to właśnie wykorzystanie 
komórek dendrytycznych (DC) w charakterze szczepion-
ki komórkowej jest jedną z najlepiej rokujących metod im-
munoterapii przeciwnowotworowej.

KOMÓRKI DENDRYTYCZNE JAKO ŹRÓDŁO CYTOKIN

Komórki dendrytyczne (DC) to komórki leukocytarne, 
wyspecjalizowane w pochłanianiu i prezentacji anty-
genu, zdolne do generowania odpowiedzi komórkowej. 
Uważa się, że DC nie tylko aktywują układ odpornoś-
ciowy w odpowiedzi na patogeny, ale również utrzymu-
ją tolerancję na antygeny własne. Pełnią więc funkcję 
regulatorową zarówno w zdrowiu, jak i w stanach cho-
robowych [71].

Opracowanie odpowiednich procedur pozyskiwania DC 
ex vivo oraz metod namnażania ich in vitro umożliwiły 
postęp w badaniach nad ich zastosowaniem w terapii – 
zwłaszcza w immunoterapii pacjentów obarczonych nowo-
tworem. Źródłem ludzkich DC są komórki CD34+ (które 
można pozyskiwać ze szpiku kostnego, krwi pępowinowej 
i z krwi obwodowej), a także monocyty (CD14+). W wy-
niku kilkudniowej hodowli w obecności czynników wzro-
stowych komórki te przeobrażają się w tzw. „niedojrzałe” 
DC, zdolne do pochłaniania i przetwarzania obcych anty-
genów. Niedojrzałe DC, w obecności antygenu, oraz ta-
kich czynników jak: TNF-a, LPS, IFN-g lub CD40L doj-
rzewają, nabywając zdolności do migracji i prezentowania 
antygenu w węzłach chłonnych (ryc. 1). Większość bada-
czy podkreśla, że w charakterze szczepionki przeciwno-
wotworowej powinny być zastosowane komórki dojrzałe 
[68, praca przeglądowa 64].

Ribas i wsp. podkreślili, że zarówno mysie, jak i ludz-
kie DC transdukowane genami kodującymi antygeny no-
wotworowe indukują długotrwałą odpowiedź komórko-
wą [62]. Modyfi kacje genetyczne mogą zatem prowadzić 
do aktywacji DC. Uzyskane wyniki zachęciły do podję-
cia prób klinicznych w leczeniu pacjentów obarczonych 
rakiem nerki [72], rakiem jelita grubego [50] oraz innymi 
nowotworami [57]. Udowodniono, że stosowane w cha-
rakterze szczepionki, modyfi kowane antygenem nowo-
tworowym DC są bezpieczne i dobrze tolerowane przez 
pacjentów. W wyniku ich podania uzyskać można stymu-
lację odpowiedzi przeciwnowotworowej organizmu, spo-
wolnienie progresji nowotworu, a w nielicznych przypad-
kach nawet jego regresję.

Podejmowane były również próby modyfi kacji DC przez 
wprowadzenie genów kodujących cząsteczki immunosty-
mulujace, takie jak IL-2, -12, -7, CD-40L, GM-CSF czy 
SLC [7,20,23,36,38,47]. Na podstawie uzyskanych wyni-
ków można wykazać, że wytwarzanie odpowiednich cyto-
kin może poprawić wydajność procesu prezentacji antyge-
nu przez DC, a także zwiększyć ich migrację do lokalnych 
węzłów chłonnych.

METODY TRANSFERU GENÓW DC

Komórki dendrytyczne mogą być poddawane modyfi kacjom 
genetycznym przez wprowadzenie DNA (RNA) nagiego 
lub w kompleksach z liposomami [24,33,39]. Stosując te 
metody należy się jednak liczyć z możliwym działaniem 
toksycznym lub zmianą fenotypu komórek dendrytycz-
nych [8,65,81]. Jak dotąd najbardziej obiecującym sposo-
bem wprowadzania nowych genów do komórek dendry-
tycznych wydaje się wykorzystanie nośników opartych na 
wirusach. Idealny wektor wirusowy powinien charakte-
ryzować się:
•  określonym powinowactwem do komórek docelo-

wych,
•  dużą „pojemnością” (możliwością przenoszenia genów 

o wielkości >5 kpz),
•  obecnością minimalnych sekwencji wirusowych, nie-

zdolnych do samodzielnej replikacji czy do rekombi-
nacji z materiałem genetycznym gospodarza (tzw. re-
plication-defectiveness),

•  długo utrzymującą się ekspresją transgenu,
•  brakiem toksyczności in vivo i małą immunogennością.

Takie cechy mają wektory konstruowane na bazie osłonko-
wych wirusów RNA z rodziny Retroviridae (ryc. 2 i 3).

Mają one enzym zwany odwrotną transkryptazą, umożliwia-
jący przepisanie materiału genetycznego wirusa na transkrypt 
DNA, który może zostać włączony w genom gospodarza 
[17,35,37,56,79]. Stosunkowo prosta budowa retrowirusów 
(ryc. 4) oraz ich właściwości biologiczne pozwoliły na uczy-
nienie z nich wydajnego i chętnie stosowanego narzędzia do 
transferu genów, używanego w jednej czwartej protokołów 
klinicznych terapii genowej na świecie [48].

OGÓLNA STRATEGIA KONSTRUKCJI WEKTORÓW WIRUSOWYCH

W celu stworzenia wektora wirusowego o wysokiej swoi-
stości wobec komórek gospodarza należy zoptymalizować 
jego cechy dobierając odpowiednio:
•  szkielet wirusowy i promotory,
•  linię pakującą, wytwarzającą osłonki wirusowe o sil-

nym tropizmie do komórek docelowych,
• warunki hodowli i transdukcji komórek docelowych.

Pierwszy wektor wirusowy skonstruowano w 1983 r. na ba-
zie mysiego wirusa białaczki Moloneya (Moloney murine 
leukemia virus – MLV), który do dziś jest wykorzystywa-
ny jako tzw. baza wektorowa [9,31]. W konstrukcji nośni-
ków retrowirusowych stosuje się także inne bazy wiruso-
we, dobierane w zależności od gatunku i rodzaju komórek 
docelowych, zarówno spośród wirusów RNA (np. z rodzin 
Coronaviridae, Picornaviridae, Togaviridae), a także wi-
rusów DNA (np. z rodzin: Herpesviridae, Polyomaviridae, 
Adenoviridae). Poszczególne części składowe rekombi-
nowanego wektora mogą pochodzić z jednego lub nawet 
kilku różnych wirusów oraz zawierać elementy bakte-
ryjnych plazmidów DNA, co pozwala na pracę nad nimi 
z zastosowaniem tradycyjnych metod biologii molekular-
nej [17,31,35,37,56].

W zależności od wielkości transgenu, jak i liczby wprowa-
dzanych genów stosowane są różne typy nośników wiru-
sowych (ryc. 5). W wektorach typu LTR (long terminal 
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repeat) ekspresja transgenu zachodzi z jednego endogen-
nego promotora, gdzie proces składania mRNA prowadzi 
do powstania odrębnych matryc do syntezy poszczególnych 
białek. Innym typem nośników są wektory z promotorem 
egzogennym, w których ekspresja każdego z wprowadzo-
nych genów odbywa się z osobnego promotora, takiego jak 
np. CMV (cytomegalovirus) albo PGK (phosphoglycera-
te kinase). Coraz częściej wykorzystuje się również wek-
tory dwu- lub wielocistronowe, w których poszczegól-
ne geny są połączone sekwencją IRES (internal ribosome 
entry site), dzięki czemu produkty genów ulegają transla-
cji na matrycy jednego mRNA. Jednak w niektórych przy-
padkach wprowadzenie sekwencji IRES w wektorach retro-

wirusowych prowadziło do różnicy w poziomie ekspresji 
genów z poszczególnych cistronów, w zależności od wiel-
kości i rodzaju wprowadzanych genów, w kolejności ich 
ułożenia – przed lub za sekwencją IRES, a także rodzaju 
komórek, do których wprowadzany jest wektor [1,25,56]. 
Do wprowadzania genów składających się z kilku podjed-
nostek stosowane jest ich połączenie za pomocą poliami-
nokwasowego linkera (tzw. fuzja genowa). W rezultacie 
z jednego genu powstaje mRNA, ulegające następnie trans-
lacji do jednego, ciągłego peptydu (ryc. 5).

W tabeli 1 zebrano przykładowe konstrukty wektorów wiru-
sowych, stosowane do modyfi kacji komórek dendrytycznych, 

Ryc. 2.  Budowa wirionu retrowirusowego; (A) genom wirionu retrowirusowego jest zbudowany z dwóch jednakowych, sensownych nici RNA. Obie 
tak samo zorientowane kopie połączone są wiązaniami wodorowymi w pobliżu końców 5’, które blokuje 7-metyloguanozyna. Na końcach 5’, 
na odcinku około 18 pz, znajduje się komplementarnie związana cząsteczka tRNA, pochodząca z komórki gospodarza, będąca starterem dla 
odwrotnej transkryptazy. Na końcach 3’ znajdują się 9 nukleotydowe fragmenty poliadenylowe (poliA). Materiał genetyczny przechowuje 
informacje o trzech podstawowych genach wirusa gag, pol i env, których produkty budują strukturę wirusa [21,9,17,58]; (B) wirion otacza osłonka 
zbudowana częściowo z fragmentów błony komórkowej gospodarza, a częściowo z białek kodowanych przez gen env (białka SU i TM). Białko 
powierzchniowe SU jest odpowiedzialne za kontakt wirusa z odpowiednim receptorem na powierzchni komórki, zaś białko TM – tzw. białko 
transbłonowe odpowiada za fuzję osłonki wirusa z błoną komórkową gospodarza. Produktami genu gag są białka kapsydu CP, białko matrycowe 
MA i nukleoproteina NP. Białko CP tworzy białko o kształcie dwudziestościanu równoległobocznego czyli ikosaedru, który otacza materiał 
genetyczny wirusa. Białko NP, zawierające domenę odpowiedzialną za wiązanie RNA, stanowi bezpośrednią ochronę materiału genetycznego. 
Wspólnie tworzą dobrą ochronę dla białek enzymatycznych wirusa, kodowanych przez gen pol. Białka te związane z RNA wirusa to integraza IN, 
odwrotna transkryptaza RT z właściwościami RNA– azy H oraz polimeraza PRO [21,9,17,58]
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R yc. 3.  Organizacja sekwencji RNA wirusa; genom wirionu retrowirusowego budują sekwencje kodujące (geny gag, pol i env) oraz niekodujące. Sekwencja 
niekodująca utworzona jest przez umieszczone na obu końcach RNA długie powtórzenia końcowe – LTR (long terminal repeats). Każdy LTR jest 
zbudowany z trzech regionów: sekwencji unikatowych U3 i U5 (unique) oraz fragmentu R (reduntant). Regiony LTR rozpoczynają i kończą sekwencje 
att, miejsca sygnału integracyjnego, pomiędzy którymi odbywa się integracja genomu. Obszar LTR 5’ zawiera region promotor/enhancer 
umiejscowiony w regionie U3. Promotor kieruje polimerazę RNA do specyfi cznego miejsca inicjacji, zaś enhancer ułatwia transkrypcję nawet nie 
będąc w sąsiedztwie miejsca inicjacji. Region U5 jest odpowiedzialny za integrację z DNA gospodarza oraz za konstrukcję wirionów. Na końcu 5’ 
znajduje się sekwencja PBS (primer binding site) wiążąca starterowe tRNA. Fragment LTR 3’ zawiera fragment poliA umiejscowiony w obszarze 
R/U5. Na końcu 3’ znajduje się sekwencja PPT (polypurine tract), która tak samo jak PBS pełni istotną rolę w procesie odwrotnej transkrypcji. 
Sygnał pakujący Ψ, niezbędny w procesie włączenia genomu wirusa w kapsyd oraz sygnał SD (splice donor) znajdują się za fragmentem LTR 5’. 
Pomiędzy genami pol i env, przed LTR 3’ znajduje się sygnał SA (splice acceptor) [21,9,17,58]

LTR5’ LTR3’

U3 R U5 U3 R U5
PBS PBS

att att

integracja

odwrotna transkrypcja

y

Ryc. 4.  Schemat konstrukcji wektora retrowirusowego [wg 9,17]; uzyskanie wektora retrowirusowego wymaga fi zycznego rozdzielenia poszczególnych 
genów wirionu na elementy cis- i trans-. Wektor (szkielet) retrowirusowy odpowiedzialny za przeniesienie wprowadzanego genu ma zredukowane 
lub częściowo nieczynne (defektywne) wirusowe elementy cis- odpowiedzialne za odwrotną transkrypcję wprowadzanego genu, jego integrację 
z genomem komórki gospodarza oraz ekspresję. Na geny sekwencji aktywnych cis- składają się: dwie jednostki LTR, sygnał pakujący Ψ oraz 
regiony sekwencji wiążących PBS (primer binding site) i PPT (polypurine tract). Pozostałe niezbędne fragmenty genomu wirusowego znajdują 
się w elemencie trans-, który pełni funkcję pomocniczą i umożliwia wytwarzanie osłonek wirusowych. Na element trans- składają się geny: 
gag – kodujące niektóre ze strukturalnych białek wirusa, pol – kodujące częściowo jego białka enzymatyczne oraz env – kodujące białka osłonki 
wirusa, z których formowana jest osłonka wirusowa (ryc. 3) [35,17,37,56]

LTR LTRgag pol env

LTR LTRGENy

Elementy -trans konstrukt pakujący

Białka wirusa

RNA wektora

Elementy -cis genom wektora

wektor
kompetentny
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proponowane przez różne grupy badawcze. Należy pamiętać, 
że wybór strategii konstrukcji wektorowej musi być podykto-
wany pożądanym efektem końcowym. W zależności bowiem 
od leczonego schorzenia, w jednym przypadku konieczna jest 
długotrwała ekspresja wprowadzonego genu w niewielkiej po-
pulacji zmodyfi kowanych komórek, w innym zaś – krótko-
trwały wysoki poziom produktu tego genu [37,56,79].

OPTYMALIZACJA PROCESU TRANSDUKCJI DC

Niedojrzałe DC łatwo poddają się transdukcji za pośred-
nictwem wektorów retrowirusowych, pod warunkiem, że 
wektory te charakteryzują się dużą wydajnością infekcji 
wyrażaną w jednostkach MOI (multiplicity of infection), 
czyli liczbą zakaźnych cząsteczek wirusowych przypada-
jących na jedną komórkę docelową. Zastosowanie nośni-
ków retrowirusowych nie wpływa na czas życia DC, nie 
powoduje też efektu cytopatogennego ani cytolitycznego 
[33,73]. W przeciwieństwie do wektorów opartych na poks-
wirusach czy wirusie HSV, wprowadzenie wektorów retro-
wirusowych nie powoduje dojrzewania DC ani zmiany ich 
fenotypu [27,33]. Jednak im bardziej dojrzała jest komór-
ka DC, tym transfer genu jest trudniejszy, co jest związane 
z obniżeniem zdolności tych komórek do proliferacji.

W niewielu z opublikowanych dotychczas badań poruszo-
no kwestię, jak zmiany w konstrukcji wektora mogą wpły-
wać na skuteczność transferu genów cytokin do komórek 
DC. Prace takie są jednak bardzo istotne. Na przykład, ze-

spół Lindemanna [41] wykazał swoiste wygaszanie ekspresji 
wprowadzonego transgenu przenoszonego na wektorze retro-
wirusowym w trakcie różnicowania się komórek progenito-
rowych w kierunku DC. Obserwacja ta dotyczyła transgenu, 
którego promotorem był LTR, podczas gdy ekspresja transge-
nu w komórkach z wprowadzonym wektorem zawierającym 
promotor CMV utrzymywała się na stałym poziomie.

Zdolność retrowirusów do zakażania wyłącznie komórek 
dzielących się oraz swoistość zakażania przez rozpoznawa-
nie unikalnego receptora na powierzchni komórki pozwala 
na konstruowanie wektorów selektywnie skierowanych, czy-
li o tzw. silnym tropizmie komórkowym. Czynnikiem wa-
runkującym tropizm i infekcyjność rekombinowanych re-
trowirusów jest dobór białek osłonki wirusa, dostarczanych 
przez komórki linii pakującej. Obecnie stosowane komórki 
pakujące wektorów retrowirusowych dzieli się – ze względu 
na powinowactwo do komórek zakażanych – na linie amfo-
tropowe, wytwarzające osłonki mające powinowactwo do 
większości komórek ssaków, oraz ekotropowe, wytwarza-
jące cząstki wirusowe zakażające wyłącznie komórki my-
sie i szczurze. Istnieją także pseudotypowe linie pakujące, 
wytwarzające białka pochodzące z gatunków wirusów nie-
należących do rodziny retrowirusów, na przykład białka G 
z wirusa VSV (vesicular stomatitis virus) czy białka osłon-
kowe GaL V (gibbon ape leukemia virus) [35,37].

W celu transdukcji komórek DC zarówno ludzkich, jak 
i mysich, zespoły badawcze wykorzystują różne linie pa-

Ryc. 5.  Typy wektorów retrowirusowych; GW – gen wprowadzany, PR – promotor egzogenny, GR – gen reporterowy, pA – sygnał poliadenylacji, 
LTR – długie powtórzenia końcowe, IRES – wewnętrzny sygnał translacji, GF – gen fuzyjny, Ψ – retrowirusowy sygnał pakujący [wg 9,37]

1. Wektor oparty na LTR

2. Wektor z promotorem egzogenym

3. Wektor z genem fuzyjnym

4. Wektor dwucistronowy

GFy

GWy
pA

LTR LTR

LTR LTR

LTR LTR

GW PR GRy
pA

pA

GW IRES GRy
pA

LTR LTR
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kujące wytwarzające wektory retrowirusowe. Wciąż jed-
nak niewiele jest danych określających zależność mię-
dzy typem linii pakującej, pochodzeniem komórek DC 
a rodzajem zastosowanego szkieletu retrowirusowego. 
Powszechnie stosowaną jest linia pakująca mysich komó-
rek fi broblastycznych PA 317, w której wytwarzanie amfo-
tropowych białek osłonki oraz pakowanie wektora odbywa 
się w oparciu o geny pochodzące z wirusa MLV, wprowa-
dzone na jednym wspólnym plazmidzie [37]. Do innych 
często używanych linii pakujących należą ekotropowa linia 
mysich fi broblastów embrionalnych GP+E86 [67] oraz jej 
wariant amfotropowy GP+envAM-12 [41,46]. Tutaj infor-

macja genetyczna odpowiedzialna za sygnał pakujący oraz 
za wytwarzanie osłonek została rozdzielona na dwa osob-
ne plazmidy. Jeden zawiera geny gag, pol, drugi przenosi 
informację o rodzaju osłonki. Inną używaną linią jest linia 
PG 13 z ekspresją białek osłonki GaL V [44]. Niektóre ze-
społy badawcze stosują również ludzką amfotropową linię 
komórek epitelialnych BOSC 23, która zapewnia dużą wy-
dajność transdukcji mysich komórek izolowanych ze szpi-
ku kostnego [55,74].

Do transdukcji komórek DC, zarówno ludzkich, jak i my-
sich, stosuje się różne procedury. Jedna z nich zakłada 

Cytokina Konstrukcja wektora
Pochodzenie 
komórek DC

Szkielet wektora Piśmiennictwo

IL-12 wektor dwucistronowy
ekspresja podjednostek p40 i p35 
połączonych sekwencją IRES, prowadzona 
z promotora LTR 5’ wektora pMFGS

ludzkie wektor pMFGS (pochodzący z retrowektora MLV), 
nie zawiera genów selekcjonujących; stosowany 
w badaniach z wykorzystaniem sekwencji antygenów 
przeciwnowotworowych
bazę wektorową pMFGS stosuje się również do przenoszenia 
mysich cytokin 

[3]

IL-12 wektor z genem fuzyjnym (linker 
genowy)
*  z podjednostki p40 usunięto kodon 

terminacyjny, a z p35 sekwencję 
sygnałową; obie podjednostki 
połączono sekwencją trzech powtórzeń 
aminokwasów GlyGlyGlyGlySer;

*  obie podjednostki mysiej mIL-12 zostały 
połączone linkerem aminokwasowym w 
PCR zakładkowym 

ludzkie

mysie

* generacja sztucznego linkera zapewnia jednoczesne 
i równoilościowe wytwarzanie obu podjednostek IL-12 
wektor pMX, ekspresja genu oparta na LTR

* wektor pMFGS (pochodzący z MLV) 

[6]

[4]

IL-2 wektor pojedynczy
Pojedynczy gen, bez genu reporterowego 

mysie jako nośnik wykorzystano wektor pMX do przenoszenia 
pojedynczego genu (IL-2, GFP)

[7]

IL-7 wektor z egzogennym promotorem
Gen ludzkiej IL-7 pod kontrolą promotora 
LTR, gen reporterowy neor pod kontrolą 
egzogennego promotora SV40
wektor dwucistronowy
hIL7 rozdzielone IRES wraz z genem 
reporterowym LNGFr (low – affi  nity nerve 
growth factor receptor) 

ludzkie
ludzkie

* wektor pLXSN,. pochodzący z MLV,

* wektor pLXSN

[80]
[10]

IFN-γ wektor pojedynczy
wprowadzano do komórek samodzielnie 
lub w obecności genów selekcjonujących 
(reporterowych) – genów oporności 
na antybiotyki np. neomycynę neor 
czy lacZ genów kolorowych białek np. 
wzmocnionego zielonego białka EGFP

ludzkie wektor pMFGS [3]
[2]

IL-10 gen mysiej IL-10 lub gen IL-10 pozyskanej 
z wirusa Epsteina-Barr

mysie wektor pMFG również z wprowadzonym reporterowym 
genem EGFP, 

[75]
[77]
[76]
[42]
[15]

TGF-β gen ludzkiego TGF-β mysie wektor pMFG [74]

IL-4 gen interleukiny 4 mysie wektor pRET6 zawiera sekwencje LTR wyprowadzone z 
wirusa MSV (myeloproliferative sarcoma virus). 

[49]

Tabela 1. Przykłady konstrukcji wektorów retrowirusowych i ich wykorzystania w transdukcji komórek dendrytycznych
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24-godzinną inkubację modyfi kowanych komórek z za-
kaźnym wektorem wirusowym w obecności odpowied-
nich cytokin (np. GM-CSF, TNF-a, SCF, IL-4) pobu-
dzających komórki do proliferacji [7,29,74,76]. W celu 
zwiększenia wydajności transdukcji są dodawane sub-
stancje ułatwiające kontakt wirus–komórka, np. związki 
polikationowe, takie jak polibren czy siarczan protaminy 
[5,7,24,29,46,49,51,80]. Inne procedury zalecają stosowa-
nie płytek opłaszczonych fi bronektyną [6,10], wirowanie 
(1–2 godz, 2400–2500 rpm) lub obniżenie temperatury 
w czasie transdukcji do 32°C, co przedłuża okres pół-
trwania wektora wirusowego [24,41,55,76]. Transdukcja 
może być powtarzana kilkakrotnie, w odstępach 24-go-
dzinnych [7,24,46,55,76,80]. Stosuje się również kil-
kudniową kokultywację linii pakującej z DC [49,70]. 
Odpowiedni dobór wszystkich parametrów pozwala na 
uzyskanie dużej wydajności transdukcji dochodzącej na-
wet do 70–90% [51].

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA DC TRANSDUKOWANYCH GENAMI 
CYTOKIN

Jak już wcześniej podkreślono, transdukcje DC genami 
cytokin mogą prowadzić do:
1) zmian w profi lu wytwarzania cytokin,
2) zmian profi lu migracji komórek DC w organizmie,
3)  indukcji dojrzewania komórek lub przedłużenia ich ży-

cia np. przez zahamowanie apoptozy [14,39,43,70].

Niezależnie od postępu badań nad wykorzystaniem wek-
torów wirusowych nadal istnieje kilka kontrowersyjnych 
kwestii. Czy obecność, nawet nieczynnych sekwencji wi-
rusowych, pozostawionych w wektorze może dodatkowo 
aktywować DC, prowadząc np. do uruchomienia odpowie-
dzi przeciwwirusowej? Czy zastosowanie nowoczesnych 
wektorów, do konstrukcji których użyto geny pochodzące 
z różnych gatunków wirusów, może wpływać na przeżycie 
komórek DC. Czy wirusowe nośniki wektorowe mogą mieć 
wpływ na funkcje biologiczne DC, takie jak prezentacja an-
tygenu czy dojrzewanie komórek [14,33,39,41]? Niezależnie 
od konieczności odpowiedzi na powyższe pytania pojawia 
się coraz więcej przykładów badań mających na celu za-
stosowanie DC jako narzędzia terapeutycznego.

Istnieją prace, w których zarówno okołoguzowe jak i doguzowe 
podawanie DC z wprowadzonym genem IL-12 powodowało 
zahamowanie wzrostu i regresję mysich nowotworów, takich 
jak fi brosarkoma MCA205, czerniak B16 czy linia raka płuc 
typu Lewis D122, w znacznie wyższym stopniu niż w przy-
padku stosowania niezmodyfi kowanych DC czy fi broblastów 
transdukowanych genami IL-12 [7,55]. Udanego transferu 
IL-12 do ludzkich DC za pomocą nośnika retrowirusowe-
go dokonali Akiyama i wsp. wykazując, że izolowane z krwi 
pępowinowej komórki CD34+ po transdukcji retrowirusem za-
wierającym geny IL-12 są zdolne do różnicowania się do ko-
mórek dendrytycznych oraz skutecznej stymulacji komórek T, 
w porównaniu z komórkami kontrolnymi transdukowanymi 
retrowirusem z genem zielonego białka, GFP [6].

Uzyskanie DC wytwarzających duże ilości IL-12 stwarza 
możliwość wykorzystania ich jako efektywnego narzędzia 
nie tylko w immunoterapii nowotworów [6], ale również 
wraz z IFN-g, w zwalczaniu infekcji bakteryjnych [3] czy 
w zapobieganiu schorzeniom atopowym np. astmie [40].

Inną cytokiną, wprowadzaną do komórek dendrytycz-
nych jest IL-2. W badaniach Akiyamy i wsp. mysie DC 
pochodzenia szpikowego zmodyfi kowano genem IL-2. 
Transduktanty zastosowano w terapii myszy obarczonych 
czerniakiem B16F10 o małej immunogenności, uzyskując 
redukcję masy guza i przedłużenie życia myszy [7].

Pojawiły się również prace, w których ludzkie komórki den-
drytyczne, pozyskiwane z hodowli obwodowych komórek 
mononuklearnych lub izolowane od pacjentów z ostrą bia-
łaczką szpikową (acute myelogeneus leukemia – AML), 
modyfi kowano genem IL-7. Z uzyskanych danych wyni-
ka, że komórki dendrytyczne wytwarzające IL-7 powodują 
stymulację proliferacji limfocytów T, zależną od poziomu 
wytwarzanej IL-7, oraz efektywnie stymulują cytotoksycz-
ne komórki T [10,80].

Z kolei komórki dendrytyczne z wprowadzonymi genami cy-
tokin modulujących odpowiedź odpornościową (IL-4) lub im-
munosupresyjnych (IL-10, TGF-b) mogą się stać użytecznym 
narzędziem w ochronie aloprzeszczepów lub leczeniu scho-
rzeń o podłożu autodegeneracyjnym [42,59,74,76]. Morita 
i wsp. prowadzili badania nad zastosowaniem DC uwalniają-
cych IL-4 w leczeniu doświadczalnego reumatoidalnego zapa-
lenia stawów (rheumatoid arthritis – RA). Zaobserwowano, że 
nawet po jednokrotnym podaniu DC transdukowanych wekto-
rem retrowirusowym pRET6-IL-4, zmniejsza się poziom cyto-
kin zapalnych w miejscach objętych schorzeniem [49]. Z kolei 
zespół Takayamy analizował wpływ transdukcji genami my-
siej IL-10 lub wirusowej IL-10 kodowanej przez wirus EBV 
(vIL-10). Wirusowa IL-10 ma wysoką homologię do ssaczej 
IL-10 nie ma jednak jej zdolności do aktywowania komórek T. 
Wykazano, że DC modyfi kowane genem mysiej IL-10 stymu-
lowały powstawanie komórek CTL i aktywność komórek NK. 
W mysim modelu transplantacyjnym, transdukowane mIL-10 
komórki DC zmieszane z komórkami fi brosarkomy MCA205 
wpływały na zahamowanie wzrostu guza. Gdy tymczasem DC 
modyfi kowane vIL-10 powodowały zmniejszenie odpowiedzi 
CTL i nie wpływały na aktywność NK in vitro. Pojawiły się 
przesłanki przemawiające za tym, że wykorzystanie DC trans-
dukowanych vIL-10 dawałoby możliwość przedłużenia czasu 
przeżycia aloprzeszczepów przez blokowanie odpowiedzi od-
pornościowej [76]. Jednak badania zespołu Buonocore’a nie 
potwierdziły immunosupresyjnego działania vIL-10 w warun-
kach in vivo [15]. Zespół Takayamy wykazał również, że DC 
transdukowane wektorem retrowirusowym zawierającym gen 
TGF-b, charakteryzowały się wyraźnie zmniejszoną zdolnoś-
cią do aktywacji komórek T, mimo to nie wpływały na prze-
dłużenie przeżycia aloprzeszczepu [74].

Terapia wykorzystująca modyfi kowane genami cytokin ko-
mórki DC wydaje się potencjalnie bezpieczną i stosunkowo 
łatwą do zastosowania u pacjentów obarczonych nowotwo-
rami [14]. Jak dotąd badania nad szczepionkami przeciwno-
wotworowymi opartymi na transdukowanych DC skupiają 
się głównie na optymalizacji protokołów terapeutycznych 
[14,39,45,54]. Proponuje się też zastosowanie wektorów 
selektywnie rozpoznających antygeny powierzchniowe DC 
np. DEC–205 (CD205) lub wektora z promotorem swoi-
ście aktywnym w komórkach DC (DC-specifi c promoter), 
co pozwoliłoby na tzw. terapię celowaną (targeting thera-
py) [54]. Czy jest to pomysł na skuteczniejszą, niż do tej 
pory, terapię z zastosowaniem transdukowanych komórek 
dendrytycznych – pokaże najbliższa przyszłość.
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