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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Od wielu lat sa poszukiwane sposoby zwigkszenia reaktywnosci uktadu odpornosciowego w cho-
robie nowotworowej, przez stosowanie réznego rodzaju immunomodulatoréw. Wsréd nich zna-
czace miejsce znalazty cytokiny. Jednym z potencjalnych narzedzi terapeutycznych do modyfi-
kacji Srodowiska cytokinowego nowotworu sa komérki dendrytyczne z wprowadzonymi genami
kodujacymi cytokiny. Jako nosniki genéw cytokin najczesciej wykorzystuje si¢ wektory retrowi-
rusowe. Szeroko zakrojone badania nad optymalizacja procesu modyfikacji genetycznej komo-
rek dendrytycznych za pomoca wektoréw wirusowych powinny przyblizy¢ ich stosowanie w im-
munoterapii przeciwnowotworowe;j.

komérki dendrytyczne * wektory retrowirusowe ¢ cytokiny
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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 modified 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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(cluster of differentiation); CD40L - CD154 - ligand antygenu CD40; CTL - cytotoksyczne limfocyty
T; CMV - cytomegalowirus (cytomegalovirus); DC - komérka dendrytyczna (dendritic cell);

FIt3-L - Fit3 ligand (fms-like tyrosine kinase 3 ligand); G-CSF - czynnik stymulujgcy tworzenie
kolonii granulocytow (granulocyte colony-stimulating factor); GM-CSF - czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor);
IL - interleukina; IFN - interferon; LPS - lipopolisacharyd; LTR - sekwencja promotorowa (long
terminal repeat); MHC - gtowny uktad zgodno$ci tkankowej (major histocompatibility complex);
TAA - antygeny zwigzane z nowotworem (tumor associated antigens); TSA - antygeny nowotworowo
swoiste (tumor specific antigens); TGF-P - transformujacy czynnik wzrostu beta (transforming growth
factor-B); Th - pomocnicze limfocyty T; TNF - czynnik martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor);
VEGF - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor).

CYTOKINY W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)

W fazie progresywnego wzrostu nowotworu uktad odpor-
nosciowy staje si¢ niewydolny, zaréwno na poziomie od-
powiedzi nieswoistej, jak i swoistej. Jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za t¢ niewydolno$¢ jest zmieniony pro-
fil cytokin w Srodowisku nowotworu, w ktérym dominuja
czynniki hamujace odpowiedZ odpornosciowa, takie jak
VEGEF, TGF- czy IL-10 [19]. Dlatego poszukuje si¢ kom-
pleksowego sposobu przywrdcenia reaktywnosci uktadu
odpornosciowego przez zastosowanie réznego rodzaju im-
munomodulatoréw, w tym réwniez cytokin, ktére wilasci-
wie dobrane, moga by¢ wykorzystane w generowaniu sku-
tecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej [22]. Niektore
cytokiny i czynniki wzrostowe sg juz stosowane w klini-
ce. Dotyczy to zwlaszcza interferonéw, czynnikéw kolo-
niotwérczych (np. GM-CSF), a takze interleukin, m. in.
IL-2,-61-12[13,60].

W warunkach fizjologicznych, IFN-a. jest czynnikiem sty-
mulujacym aktywnos¢ cytotoksyczna komoérek NK i zwigk-
szajacym ekspresje antygenéw zgodnosci tkankowej na ko-
morkach prezentujacych antygen (APC). Obecnie jest on
stosowany w terapii zaréwno choréb rozrostowych krwi
(biataczki, chioniaki B- i T-komérkowe), jak i u pacjen-
téw z innymi nowotworami (czerniak, rak nerki, migsak
Kaposiego) [69]. Z kolei IL-2 uczestniczy w réznicowa-
niu i aktywacji dojrzatych cytotoksycznych limfocytow T,
limfocytéw B oraz komérek NK. Jednak proby wykorzy-
stania rekombinowanej IL-2 w leczeniu chorych z czernia-
kiem i rakiem nerki nie przyniosty oczekiwanych rezultatéw
ze wzgledu na czgsto wystepujace dziatania niepozadane
[30]. Kolejna cytokinag, ktdérej zastosowanie w terapii wy-
dawato si¢ bardzo obiecujace jest IL-12. Jest ona czyn-

nikiem zaangazowanym w aktywacje odpowiedzi typu
THI1, komérek NK oraz w stymulacjg antygenowo swoi-
stych cytotoksycznych limfocytéw T (CTL). W ekspery-
mentach na myszach wykazano, ze IL-12 dzigki swojej ak-
tywnosci prozapalnej i immunoregulatorowej jest zdolna
do indukowania silnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
Natomiast ze wzgledu na znaczng toksycznos¢ jej zasto-
sowanie w zwalczaniu nowotwordéw ludzkich okazato sie
kontrowersyjne [63,78].

Dziatania niepozadane, spowodowane przez koniecznos$¢
czestego, systemowego podawania duzych dawek cytokin,
zmusily badaczy do poszukiwania sposobdw, ktére pozwo-
lityby na zmniejszenie dawek cytokin, a takze przedtuzyty
ich okres péttrwania w organizmie. Jednym z takich rozwia-
zan jest stosowanie tzw. cytokin pegylowanych w postaci
koniugatu z polimerem glikolu polietylenowego. Pegylacji
poddaje si¢ takie cytokiny, jak: IFN-c, IFN-vy, IL-2, oraz
GM-CSF i G-CSF [28]. Alternatywnym sposobem miej-
scowego dostarczania cytokin sa immunocytokiny, sktada-
jace sig¢ z dwdch czesci: segmentu o charakterze przeciw-
ciata, rozpoznajacego czasteczki powierzchniowe komérek
nowotworowych oraz samej cytokiny. Przyktadem moze
by¢ konstrukt niosacy IL-2 potaczong z fragmentem prze-
ciwciala skierowanego przeciwko jednej z czasteczek ad-
hezyjnych o nazwie EpCAM, obecnej na powierzchni ko-
moérek nowotworowych pochodzenia nablonkowego [63].

Innym Zrédlem cytokin moga by¢ szczepionki komdrkowe.
Wykorzystuje si¢ w nich komérki zaréwno transfekowane,
jak i transdukowane' genami cytokin. Takim modyfikacjom
poddaje sig czgsto komdrki nowotworowe (autologiczne lub
allogeniczne), ktdre petnia wtedy rolg Zrédta zaréwno cy-
tokiny, jak i antygenéw nowotworowych [52].

! Dla zjawiska wprowadzania genéw z uzyciem no$nikoéw chemicznych lub fizycznych przyjeto nazwe transfekcja, pod-
czas gdy proces przenoszenia genéw via nos$niki wirusowe okreslany jest mianem transdukcji. Jest to niereplikacyjny
proces infekcji wprowadzajacy do komérki docelowej funkcjonalng informacje genetyczna z rekombinowanego wekto-

ra wirusowego [10].
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Ryc. 1. Schemat dojrzewania komdrek dendrytycznych; status DC jest okreslany na podstawie wielu parametréw, m.in. cech morfologicznych, fenotypowych

i funkcjonalnych oraz zdolnosci do migracji w odpowiedzi na bodzce chemotaktyczne. Bardzo wazna cecha DC jest ich zdolnos¢ do réznicowania.
Komérki te przechodza w postac dojrzata w wyniku stymulagji antygenowej (rozpoznanie i pochtanianie antygenu) lub pod wptywem cytokin
prozapalnych. Na powierzchni DC dochodzi wtedy do zmian w ekspresji receptoréw chemokin (obnizenie poziomu CCR6 i wzrost CCR7), co umozliwia
tym komdrkom migracje w kierunku wtérnych narzadow limfatycznych. Wzrasta réwniez ekspresja czasteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej
(MHC) klasy I'i klasy Il oraz czasteczek kostymulujacych (CD80, (D86, CD40) [16]. W tej postaci komérki DC s zdolne do aktywowania naiwnych
limfocytéw T. Whasciwosci immunogenne DC s3 w duzej mierze okreslane poprzez ich potencjat do wytwarzania cytokin (TNF-q, IL-12, 15, -18,
IFN-y), za pomocg ktérych reguluja swoista, odpowiedz komdrkowa. Szczegdlnie istotna role peni tu IL-12, ktéra powoduje polaryzacje odpowiedzi
odpornosciowej. W odpowiedzi na infekcje bakteryjng lub wirusowa DC pochodzenia mieloidalnego wytwarzajg IL-12 wilosdi, ktdra wspomaga
roznicowanie niedojrzatych pomocniczych limfocytéw T, oraz promuje wydzielanie IFN-y przez limfocyty Th1 [69]. Natomiast w obecnosci innych
czynnikéw aktywujacych (takich jak np. TNF-q, IL-1, niektére toksyny lub FasL) ilos¢ IL-12 wytwarzanej przez DC jest zbyt mata, aby uruchomi¢

odpowiedz komérkowa. Prowadzi to do generowania odpowiedzi typu Th2 [32]

W badaniach na zwierzgtach, ktéorym podawano komorki
nowotworowe wytwarzajace GM-CSF, w miejscu podania
obserwowano zwigkszony naptyw dojrzatych DC, makro-
fagéw i eozynofiléw, co wzmagato skuteczna prezentacje
antygen6w nowotworowych. W doswiadczeniach, w kt6-
rych myszom wszczepiano komdrki mysiego raka sutka
wytwarzajace cytokiny (IL-4, -7, -6, -1, IFN-y, TNF-o lub
G-CSF), obserwowano obnizenie, a nawet zanik ich tumo-
rogennosci. W niektérych przypadkach eliminacja trans-
duktantéw chronita myszy przed przyjeciem si¢ przeszcze-
pu sprawdzajacego [53]. Zastosowane jako szczepionka
komérki mysiego czerniaka B16, wytwarzajace IL-1f, in-
dukowaty reakcje odpornosciowe powodujace odrzucenie
nietransdukowanych komorek tego czerniaka [11]. Jednak
w przypadku komdérek mysiego raka ptuc Lewis (LL2) row-
niez transdukowanych genem IL-1f, po ich wszczepieniu
zaobserwowano wprawdzie nasilenie procesu zapalnego,

lecz towarzyszyl temu szybszy wzrost guza oraz wzmo-
zona angiogeneza, w poréwnaniu z nietransdukowanymi
komoérkami kontrolnymi LL2 [66]. W prébach leczenia
chorych z rakiem nerki i czerniakiem, ktérym podano au-
tologiczne komoérki nowotworowe wytwarzajace GM-CSF,
obserwowano zwigkszona aktywnos¢ swoistych dla tych
nowotwordéw limfocytéw T, a sporadycznie nawet regresje
nowotworu [26]. Podawanie autologicznych komérek no-
wotworowych transdukowanych IL-2 lub IL-7 prowadzito
do zwigkszenia ekspansji i czasu przezycia limfocytow T,
a w efekcie do zahamowania wzrostu neuroblastoma i czer-
niaka u pacjentow poddanych terapii [12,18].

Stosowanie genetycznie modyfikowanych komdérek nowo-
tworowych ma réwniez swoje ograniczenia. Komorki no-
wotworowe sa stabo rozpoznawane przez komoérki uktadu
odpornosciowego, moga rowniez same wytwarzaé czyn-
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niki immunosupresyjne i proangiogenne. Dlatego w tera-
pii przeciwnowotworowej jako nosniki cytokin prébuje sig
wykorzystywac inne komérki. Poczatkowo byly to fibrobla-
sty, ktore stosunkowo tatwo ulegaja modyfikacjom gene-
tycznym. Wykazano, ze doguzowe wprowadzanie fibrobla-
stow transdukowanych IL-12 pacjentom z zaawansowanym
czerniakiem wywotywalo nekroze¢ guza i przejsciowq re-
dukcje jego masy [34]. Jednak to wlasnie wykorzystanie
komorek dendrytycznych (DC) w charakterze szczepion-
ki komoérkowej jest jedna z najlepiej rokujacych metod im-
munoterapii przeciwnowotworowe;j.

KoMORKI DENDRYTYCZNE JAKO ZRODEO CYTOKIN

Komoérki dendrytyczne (DC) to komérki leukocytarne,
wyspecjalizowane w pochtanianiu i prezentacji anty-
genu, zdolne do generowania odpowiedzi komdrkowe;j.
Uwaza sig, ze DC nie tylko aktywuja uktad odpornos-
ciowy w odpowiedzi na patogeny, ale réwniez utrzymu-
ja tolerancj¢ na antygeny wtasne. Petnig wigc funkcje
regulatorowa zaréwno w zdrowiu, jak i w stanach cho-
robowych [71].

Opracowanie odpowiednich procedur pozyskiwania DC
ex vivo oraz metod namnazania ich in vitro umozliwity
postep w badaniach nad ich zastosowaniem w terapii —
zwlaszcza w immunoterapii pacjentéw obarczonych nowo-
tworem. Zrédtem ludzkich DC sa komérki CD34+ (ktére
mozna pozyskiwaé ze szpiku kostnego, krwi pgpowinowe;j
i z krwi obwodowej), a takze monocyty (CD14%). W wy-
niku kilkudniowej hodowli w obecnosci czynnikéw wzro-
stowych komérki te przeobrazaja si¢ w tzw. ,,niedojrzate”
DC, zdolne do pochtaniania i przetwarzania obcych anty-
gendéw. Niedojrzate DC, w obecnosci antygenu, oraz ta-
kich czynnikéw jak: TNF-o, LPS, IFN-y lub CD40L doj-
rzewaja, nabywajac zdolnosci do migracji i prezentowania
antygenu w weztach chlonnych (ryc. 1). Wigkszos¢ bada-
czy podkresla, ze w charakterze szczepionki przeciwno-
wotworowej powinny by¢ zastosowane komorki dojrzate
[68, praca przegladowa 64].

Ribas i wsp. podkreslili, ze zarowno mysie, jak i ludz-
kie DC transdukowane genami kodujacymi antygeny no-
wotworowe indukuja dlugotrwata odpowiedz komorko-
wa [62]. Modyfikacje genetyczne moga zatem prowadzic¢
do aktywacji DC. Uzyskane wyniki zachgcity do podje-
cia préb klinicznych w leczeniu pacjentéw obarczonych
rakiem nerki [72], rakiem jelita grubego [50] oraz innymi
nowotworami [57]. Udowodniono, ze stosowane w cha-
rakterze szczepionki, modyfikowane antygenem nowo-
tworowym DC sa bezpieczne i dobrze tolerowane przez
pacjentéw. W wyniku ich podania uzyska¢ mozna stymu-
lacj¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej organizmu, spo-
wolnienie progresji nowotworu, a w nielicznych przypad-
kach nawet jego regresje¢.

Podejmowane byty réwniez proby modyfikacji DC przez
wprowadzenie genéw kodujacych czasteczki immunosty-
mulujace, takie jak IL-2, -12, -7, CD-40L, GM-CSF czy
SLC [7,20,23,36,38,47]. Na podstawie uzyskanych wyni-
kéw mozna wykazaé, ze wytwarzanie odpowiednich cyto-
kin moze poprawi¢ wydajnos¢ procesu prezentacji antyge-
nu przez DC, a takze zwigkszy¢ ich migracje do lokalnych
weztéw chtonnych.

MEeToDpY TRANSFERU GENOW DC

Komérki dendrytyczne moga by¢ poddawane modyfikacjom
genetycznym przez wprowadzenie DNA (RNA) nagiego
lub w kompleksach z liposomami [24,33,39]. Stosujac te
metody nalezy si¢ jednak liczy¢ z mozliwym dzialaniem
toksycznym lub zmiang fenotypu komérek dendrytycz-
nych [8,65,81]. Jak dotad najbardziej obiecujacym sposo-
bem wprowadzania nowych genéw do komoérek dendry-
tycznych wydaje si¢ wykorzystanie nosnikow opartych na
wirusach. Idealny wektor wirusowy powinien charakte-
ryzowac sig:

e okre§lonym powinowactwem do komoérek docelo-
wych,

e duza ,,pojemnoscia”’ (mozliwoscia przenoszenia genéw
o wielkosci >5 kpz),

e obecnoscia minimalnych sekwencji wirusowych, nie-
zdolnych do samodzielnej replikacji czy do rekombi-
nacji z materialem genetycznym gospodarza (tzw. re-
plication-defectiveness),

e dlugo utrzymujaca si¢ ekspresja transgenu,

* brakiem toksycznosci in vivo i mata immunogennoscia.

Takie cechy maja wektory konstruowane na bazie ostonko-
wych wirusé6w RNA z rodziny Retroviridae (ryc. 21 3).

Maja one enzym zwany odwrotng transkryptaza, umozliwia-
jacy przepisanie materiatu genetycznego wirusa na transkrypt
DNA, ktéry moze zosta¢ wlaczony w genom gospodarza
[17,35,37,56,79]. Stosunkowo prosta budowa retrowiruséw
(ryc. 4) oraz ich wtasciwosci biologiczne pozwolity na uczy-
nienie z nich wydajnego i chetnie stosowanego narze¢dzia do
transferu genéw, uzywanego w jednej czwartej protokotéw
klinicznych terapii genowej na Swiecie [48].

0GOLNA STRATEGIA KONSTRUKCJI WEKTOROW WIRUSOWYCH

W celu stworzenia wektora wirusowego o wysokiej swoi-

stosci wobec komorek gospodarza nalezy zoptymalizowad

jego cechy dobierajac odpowiednio:

* szkielet wirusowy i promotory,

 lini¢ pakujaca, wytwarzajaca ostonki wirusowe o sil-
nym tropizmie do komérek docelowych,

e warunki hodowli i transdukcji komérek docelowych.

Pierwszy wektor wirusowy skonstruowano w 1983 r. na ba-
zie mysiego wirusa biataczki Moloneya (Moloney murine
leukemia virus — MLV), ktéry do dzis jest wykorzystywa-
ny jako tzw. baza wektorowa [9,31]. W konstrukcji nosni-
kéw retrowirusowych stosuje si¢ takze inne bazy wiruso-
we, dobierane w zaleznosci od gatunku i rodzaju komérek
docelowych, zaréwno sposréd wiruséw RNA (np. z rodzin
Coronaviridae, Picornaviridae, Togaviridae), a takze wi-
rusow DNA (np. z rodzin: Herpesviridae, Polyomaviridae,
Adenoviridae). Poszczegblne czgsci sktadowe rekombi-
nowanego wektora moga pochodzi¢ z jednego lub nawet
kilku réznych wiruséw oraz zawieraé elementy bakte-
ryjnych plazmidéw DNA, co pozwala na pracg nad nimi
z zastosowaniem tradycyjnych metod biologii molekular-
nej [17,31,35,37,56].

W zaleznosci od wielkosci transgenu, jak i liczby wprowa-
dzanych gendéw stosowane sg rézne typy nosnikéw wiru-
sowych (ryc. 5). W wektorach typu LTR (long terminal
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Ryc. 2. Budowa wirionu retrowirusowego; (A) genom wirionu retrowirusowego jest zbudowany z dwéch jednakowych, sensownych nici RNA. Obie

tak samo zorientowane kopie pofaczone s wigzaniami wodorowymi w poblizu koricéw 5, ktdre blokuje 7-metyloguanozyna. Na koficach 5,
na odcinku okoto 18 pz, znajduje sie komplementarnie zwiazana czasteczka tRNA, pochodzaca z komdrki gospodarza, bedaca starterem dla
odwrotnej transkryptazy. Na koricach 3’ znajduja sie 9 nukleotydowe fragmenty poliadenylowe (poliA). Materiat genetyczny przechowuje
informacje o trzech podstawowych genach wirusa gag, pol i env, ktérych produkty budujg strukture wirusa [21,9,17,58]; (B) wirion otacza ostonka
zbudowana czesciowo z fragmentéw btony komérkowej gospodarza, a czesciowo z biatek kodowanych przez gen env (biatka SU i TM). Biatko
powierzchniowe SU jest odpowiedzialne za kontakt wirusa z odpowiednim receptorem na powierzchni komorki, za$ biatko TM — tzw. biatko
transbtonowe odpowiada za fuzje ostonki wirusa z bfong komdrkowa gospodarza. Produktami genu gag s biatka kapsydu CP, biatko matrycowe
MA i nukleoproteina NP. Biatko CP tworzy biatko o ksztatcie dwudziestoscianu réwnolegtobocznego czyli ikosaedru, ktéry otacza materiat
genetyczny wirusa. Biatko NP, zawierajace domene odpowiedzialng za wiazanie RNA, stanowi bezposrednia ochrone materiatu genetycznego.
Wspdlnie tworza dobra ochrone dla biatek enzymatycznych wirusa, kodowanych przez gen pol. Biatka te zwigzane z RNA wirusa to integraza IN,

odwrotna transkryptaza RT z wtasciwosciami RNA— azy H oraz polimeraza PRO [21,9,17,58]

repeat) ekspresja transgenu zachodzi z jednego endogen-
nego promotora, gdzie proces sktadania mRNA prowadzi
do powstania odrgbnych matryc do syntezy poszczegdlnych
biatek. Innym typem nosnikéw sa wektory z promotorem
egzogennym, w ktérych ekspresja kazdego z wprowadzo-
nych genéw odbywa si¢ z osobnego promotora, takiego jak
np. CMV (cytomegalovirus) albo PGK (phosphoglycera-
te kinase). Coraz czg¢sSciej wykorzystuje si¢ réwniez wek-
tory dwu- lub wielocistronowe, w ktérych poszczegdl-
ne geny sa potaczone sekwencja IRES (internal ribosome
entry site), dzigki czemu produkty genéw ulegaja transla-
¢ji na matrycy jednego mRNA. Jednak w niektdrych przy-
padkach wprowadzenie sekwencji IRES w wektorach retro-

wirusowych prowadzito do réznicy w poziomie ekspresji
gendw z poszczegllnych cistronéw, w zaleznosci od wiel-
kosci i rodzaju wprowadzanych genéw, w kolejnosci ich
utozenia — przed lub za sekwencja IRES, a takze rodzaju
komorek, do ktérych wprowadzany jest wektor [1,25,56].
Do wprowadzania genéw sktadajacych si¢ z kilku podjed-
nostek stosowane jest ich polaczenie za pomoca poliami-
nokwasowego linkera (tzw. fuzja genowa). W rezultacie
z jednego genu powstaje mRNA, ulegajace nastgpnie trans-
lacji do jednego, ciagtego peptydu (ryc. 5).

W tabeli 1 zebrano przyktadowe konstrukty wektoréw wiru-
sowych, stosowane do modyfikacji komorek dendrytycznych,
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Ryc. 3. Organizacja sekwencji RNA wirusa; genom wirionu retrowirusowego buduja sekwencje kodujace (geny gag, poli env) oraz niekodujace. Sekwencja
niekodujaca utworzona jest przez umieszczone na obu koricach RNA dtugie powtérzenia koricowe — LTR (long terminal repeats). Kazdy LTR jest
zbudowany z trzech regionéw: sekwenji unikatowych U3 i U5 (unique) oraz fragmentu R (reduntant). Regiony LTR rozpoczynajq i koricza sekwencje
att, miejsca sygnatu integracyjnego, pomiedzy ktérymi odbywa sie integracja genomu. Obszar LTR 5’ zawiera region promotor/enhancer
umiejscowiony w regionie U3. Promotor kieruje polimeraze RNA do specyficznego miejsca inicjacji, za$ enhancer utatwia transkrypcje nawet nie
bedac w sasiedztwie miejsca inicjacji. Region U5 jest odpowiedzialny za integracje z DNA gospodarza oraz za konstrukcje wirionéw. Na koricu 5’
znajduje sie sekwengja PBS (primer binding site) wiazaca starterowe tRNA. Fragment LTR 3’ zawiera fragment poliA umiejscowiony w obszarze
R/U5. Na koricu 3’ znajduje sie sekwencja PPT (polypurine tract), ktéra tak samo jak PBS petni istotng role w procesie odwrotnej transkrypgji.
Sygnat pakujacy ¥, niezbedny w procesie wigczenia genomu wirusa w kapsyd oraz sygnat SD (splice donor) znajduja sie za fragmentem LTR 5.
Pomiedzy genami pol i env, przed LTR 3'znajduje sie sygnat SA (splice acceptor) [21,9,17,58]

Elementy trans - konstrukt pakujacy

g i —f gag o pol f ew — m

Biatka wirusa
SV wektor J@[

kompetentny s
& A

RNA wektora

m L—F W — I

Elementy cis - genom wektora

Ryc. 4. Schemat konstrukcji wektora retrowirusowego [wg 9,17]; uzyskanie wektora retrowirusowego wymaga fizycznego rozdzielenia poszczegdlnych
gendw wirionu na elementy cis- i trans-. Wektor (szkielet) retrowirusowy odpowiedzialny za przeniesienie wprowadzanego genu ma zredukowane
lub czesciowo nieczynne (defektywne) wirusowe elementy cis- odpowiedzialne za odwrotna transkrypcje wprowadzanego genu, jego integracje
z genomem komorki gospodarza oraz ekspresje. Na geny sekwengji aktywnych cis- sktadaja sie: dwie jednostki LTR, sygnat pakujacy ¥ oraz
regiony sekwencji wigzacych PBS (primer binding site) i PPT (polypurine tract). Pozostate niezbedne fragmenty genomu wirusowego znajduja
sie w elemencie trans-, ktory petni funkcje pomocnicza i umozliwia wytwarzanie ostonek wirusowych. Na element trans- sktadaja sie geny:
gag — kodujace niektdre ze strukturalnych biatek wirusa, pol — kodujace czesciowo jego biatka enzymatyczne oraz env - kodujace biatka ostonki
wirusa, z ktérych formowana jest ostonka wirusowa (ryc. 3) [35,17,37,56]
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1. Wektor oparty na LTR
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2. Wektor z promotorem egzogenym

pA

}7

LTR

pA

m ]

N
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Ryc. 5. Typy wektordw retrowirusowych; GW — gen wprowadzany, PR — promotor egzogenny, GR — gen reporterowy, pA — sygnat poliadenylagji,
LTR — dtugie powtdrzenia koricowe, IRES — wewnetrzny sygnat translacji, GF — gen fuzyjny, ¥ — retrowirusowy sygnat pakujacy [wg 9,37]

proponowane przez rézne grupy badawcze. Nalezy pamigtac,
ze wybor strategii konstrukceji wektorowej musi by¢ podykto-
wany pozadanym efektem koficowym. W zaleznosci bowiem
od leczonego schorzenia, w jednym przypadku konieczna jest
dhugotrwata ekspresja wprowadzonego genu w niewielkiej po-
pulacji zmodyfikowanych komoérek, w innym za$§ — krétko-
trwaly wysoki poziom produktu tego genu [37,56,79].

OPTYMALIZACIA PROCESU TRANSDUKCJI DC

Niedojrzate DC tatwo poddaja si¢ transdukcji za posred-
nictwem wektoréw retrowirusowych, pod warunkiem, ze
wektory te charakteryzuja si¢ duza wydajnoscia infekcji
wyrazang w jednostkach MOI (multiplicity of infection),
czyli liczba zakaZnych czasteczek wirusowych przypada-
jacych na jedng komoérke docelowa. Zastosowanie nosni-
kéw retrowirusowych nie wptywa na czas zycia DC, nie
powoduje tez efektu cytopatogennego ani cytolitycznego
[33,73]. W przeciwienstwie do wektoréw opartych na poks-
wirusach czy wirusie HSV, wprowadzenie wektoréw retro-
wirusowych nie powoduje dojrzewania DC ani zmiany ich
fenotypu [27,33]. Jednak im bardziej dojrzata jest komor-
ka DC, tym transfer genu jest trudniejszy, co jest zwigzane
z obnizeniem zdolnos$ci tych komérek do proliferacji.

W niewielu z opublikowanych dotychczas badan poruszo-
no kwestig, jak zmiany w konstrukcji wektora moga wpty-
waé na skutecznos¢ transferu genéw cytokin do komérek
DC. Prace takie s3 jednak bardzo istotne. Na przyktad, ze-

spét Lindemanna [41] wykazat swoiste wygaszanie ekspresji
wprowadzonego transgenu przenoszonego na wektorze retro-
wirusowym w trakcie réznicowania si¢ komorek progenito-
rowych w kierunku DC. Obserwacja ta dotyczyla transgenu,
ktérego promotorem byt LTR, podczas gdy ekspresja transge-
nu w komérkach z wprowadzonym wektorem zawierajacym
promotor CMV utrzymywala si¢ na statym poziomie.

Zdolnos¢ retrowiruséw do zakazania wytacznie komorek
dzielacych si¢ oraz swoistos¢ zakazania przez rozpoznawa-
nie unikalnego receptora na powierzchni komorki pozwala
na konstruowanie wektoréw selektywnie skierowanych, czy-
li o tzw. silnym tropizmie komérkowym. Czynnikiem wa-
runkujacym tropizm i infekcyjnos¢é rekombinowanych re-
trowiruséw jest dobdr biatek ostonki wirusa, dostarczanych
przez komorki linii pakujacej. Obecnie stosowane komorki
pakujace wektoréw retrowirusowych dzieli si¢ — ze wzgledu
na powinowactwo do komérek zakazanych — na linie amfo-
tropowe, wytwarzajace ostonki majace powinowactwo do
wigkszosci komorek ssakéw, oraz ekotropowe, wytwarza-
jace czastki wirusowe zakazajace wytacznie komoérki my-
sie i szczurze. Istnieja takze pseudotypowe linie pakujace,
wytwarzajace biatka pochodzace z gatunkéw wiruséw nie-
nalezacych do rodziny retrowiruséw, na przyktad biatka G
z wirusa VSV (vesicular stomatitis virus) czy biatka oston-
kowe GaL V (gibbon ape leukemia virus) [35,37].

W celu transdukcji komérek DC zaréwno ludzkich, jak
i mysich, zespoty badawcze wykorzystuja rézne linie pa-
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Tabela 1. Przyktady konstrukcji wektoréw retrowirusowych i ich wykorzystania w transdukgji komdrek dendrytycznych

Cytokina Konstrukcja wektora I"((;cmhgtriez; 'Il)'ce Szkielet wektora Pismiennictwo

IL-12 wektor dwucistronowy ludzkie  wektor pMFGS (pochodzacy z retrowektora MLV), 3]
ekspresja podjednostek p40 i p35 nie zawiera genéw selekcjonujacych; stosowany
pofaczonych sekwencjg IRES, prowadzona w badaniach z wykorzystaniem sekwencji antygendw
z promotora LTR 5" wektora pMFGS przeciwnowotworowych

baze wektorowa pMFGS stosuje sie réwniez do przenoszenia
mysich cytokin

IL-12 wektor z genem fuzyjnym (linker ludzkie ~ * generacja sztucznego linkera zapewnia jednoczesne [6]
genowy) i réwnoilodciowe wytwarzanie obu podjednostek IL-12
*z podjednostki p40 usunieto kodon wektor pMX, ekspresja genu oparta na LTR

terminacyjny, az p35 sekwengje mysie (4]
sygnatowg; obie podjednostki
potaczono sekwenja trzech powtdrzen
aminokwaséw GlyGlyGlyGlySer;
* obie podjednostki mysiej mlL-12 zostaty
potaczone linkerem aminokwasowym w * wektor pMFGS (pochodzacy z MLV)
PCR zaktadkowym
Il-2 wektor pojedynczy mysie  jako nosnik wykorzystano wektor pMX do przenoszenia (7]
Pojedynczy gen, bez genu reporterowego pojedynczego genu (IL-2, GFP)
IL-7  wektor z egzogennym promotorem ludzkie  * wektor pLXSN,. pochodzacy z MLV, (80]
Gen ludzkiej IL-7 pod kontrolg promotora ludzkie [10]
LTR, gen reporterowy neor pod kontrolg
egzogennego promotora SV40
wektor dwucistronowy
hIL7 rozdzielone IRES wraz z genem * wektor pLXSN
reporterowym LNGFr (low — affinity nerve
growth factor receptor)

[FN-y  wektor pojedynczy ludzkie  wektor pMFGS 3]
wprowadzano do komdrek samodzielnie 2]
lub w obecnosci gendw selekcjonujacych
(reporterowych) — gendw opornosci
na antybiotyki np. neomycyne neor
azy lacZ genéw kolorowych biatek np.
wzmocnionego zielonego biatka EGFP

IL-10 gen mysiejIL-10 lub gen IL-10 pozyskanej mysie  wektor pMFG réwniez z wprowadzonym reporterowym [75]
zwirusa Epsteina-Barr genem EGFP, [77]

[76]

(42]

[15]

TGF-B genludzkiego TGF-p mysie  wektor pMFG [74]
Il-4  geninterleukiny 4 mysie  wektor pRET6 zawiera sekwencje LTR wyprowadzone z [49]

wirusa MSV (myeloproliferative sarcoma virus).

kujace wytwarzajace wektory retrowirusowe. Wciaz jed-
nak niewiele jest danych okreslajacych zaleznos$¢ mig-
dzy typem linii pakujacej, pochodzeniem komoérek DC
a rodzajem zastosowanego szkieletu retrowirusowego.
Powszechnie stosowana jest linia pakujaca mysich komé-
rek fibroblastycznych PA 317, w ktérej wytwarzanie amfo-
tropowych biatek ostonki oraz pakowanie wektora odbywa
si¢ w oparciu o geny pochodzace z wirusa MLV, wprowa-
dzone na jednym wsp6lnym plazmidzie [37]. Do innych
czesto uzywanych linii pakujacych naleza ekotropowa linia
mysich fibroblastéw embrionalnych GP+ES86 [67] oraz jej
wariant amfotropowy GP*envAM-12 [41,46]. Tutaj infor-

macja genetyczna odpowiedzialna za sygnat pakujacy oraz
za wytwarzanie ostonek zostata rozdzielona na dwa osob-
ne plazmidy. Jeden zawiera geny gag, pol, drugi przenosi
informacj¢ o rodzaju ostonki. Inna uzywana linia jest linia
PG 13 z ekspresja biatek ostonki GaL. V [44]. Niektére ze-
spoty badawcze stosuja réwniez ludzka amfotropowa linig
komorek epitelialnych BOSC 23, ktéra zapewnia duza wy-
dajnos¢ transdukcji mysich komérek izolowanych ze szpi-
ku kostnego [55,74].

Do transdukcji komérek DC, zaréwno ludzkich, jak i my-
sich, stosuje si¢ rézne procedury. Jedna z nich zaktada
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24-godzinng inkubacj¢ modyfikowanych komérek z za-
kaZnym wektorem wirusowym w obecnosci odpowied-
nich cytokin (np. GM-CSF, TNF-a, SCF, IL-4) pobu-
dzajacych komérki do proliferacji [7,29,74,76]. W celu
zwigkszenia wydajnosci transdukcji sa dodawane sub-
stancje ulatwiajace kontakt wirus—komorka, np. zwiazki
polikationowe, takie jak polibren czy siarczan protaminy
[5,7,24,29,46,49,51,80]. Inne procedury zalecaja stosowa-
nie ptytek optaszczonych fibronektyna [6,10], wirowanie
(1-2 godz, 2400-2500 rpm) lub obnizenie temperatury
w czasie transdukcji do 32°C, co przedtuza okres pot-
trwania wektora wirusowego [24,41,55,76]. Transdukcja
moze by¢ powtarzana kilkakrotnie, w odstgpach 24-go-
dzinnych [7,24,46,55,76,80]. Stosuje si¢ rowniez kil-
kudniowa kokultywacje linii pakujacej z DC [49,70].
Odpowiedni dobér wszystkich parametréw pozwala na
uzyskanie duzej wydajnosci transdukcji dochodzacej na-
wet do 70-90% [51].

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA DC TRANSDUKOWANYCH GENAMI
CYTOKIN

Jak juz wczesniej podkreslono, transdukcje DC genami

cytokin moga prowadzi¢ do:

1) zmian w profilu wytwarzania cytokin,

2) zmian profilu migracji komérek DC w organizmie,

3) indukcji dojrzewania komérek lub przedtuzenia ich zy-
cia np. przez zahamowanie apoptozy [14,39,43,70].

Niezaleznie od postgpu badan nad wykorzystaniem wek-
toréw wirusowych nadal istnieje kilka kontrowersyjnych
kwestii. Czy obecnos¢, nawet nieczynnych sekwencji wi-
rusowych, pozostawionych w wektorze moze dodatkowo
aktywowacé DC, prowadzac np. do uruchomienia odpowie-
dzi przeciwwirusowej? Czy zastosowanie nowoczesnych
wektoréw, do konstrukeji ktérych uzyto geny pochodzace
z réznych gatunkéw wiruséw, moze wptywac na przezycie
komoérek DC. Czy wirusowe no$niki wektorowe mogg mie¢
wplyw na funkcje biologiczne DC, takie jak prezentacja an-
tygenu czy dojrzewanie komorek [14,33,39,41]? Niezaleznie
od konieczno$ci odpowiedzi na powyzsze pytania pojawia
si¢ coraz wigcej przykladéow badan majacych na celu za-
stosowanie DC jako narzedzia terapeutycznego.

Istnieja prace, w ktérych zaréwno okotoguzowe jak i doguzowe
podawanie DC z wprowadzonym genem IL-12 powodowato
zahamowanie wzrostu i regresje¢ mysich nowotworéw, takich
jak fibrosarkoma MCA?205, czerniak B16 czy linia raka ptuc
typu Lewis D122, w znacznie wyzszym stopniu niz w przy-
padku stosowania niezmodyfikowanych DC czy fibroblastéw
transdukowanych genami IL-12 [7,55]. Udanego transferu
IL-12 do ludzkich DC za pomoca nosnika retrowirusowe-
go dokonali Akiyama i wsp. wykazujac, ze izolowane z krwi
pepowinowej komorki CD34* po transdukcji retrowirusem za-
wierajacym geny IL-12 sa zdolne do r6znicowania si¢ do ko-
morek dendrytycznych oraz skutecznej stymulacji komérek T,
w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi transdukowanymi
retrowirusem z genem zielonego biatka, GFP [6].

Uzyskanie DC wytwarzajacych duze ilosci IL-12 stwarza
mozliwos¢ wykorzystania ich jako efektywnego narzgdzia
nie tylko w immunoterapii nowotworéw [6], ale réwniez
wraz z IFN-y, w zwalczaniu infekcji bakteryjnych [3] czy
w zapobieganiu schorzeniom atopowym np. astmie [40].

Inna cytoking, wprowadzana do komérek dendrytycz-
nych jest IL-2. W badaniach Akiyamy i wsp. mysie DC
pochodzenia szpikowego zmodyfikowano genem IL-2.
Transduktanty zastosowano w terapii myszy obarczonych
czerniakiem B16F10 o matej immunogennosci, uzyskujac
redukcje masy guza i przedtuzenie zycia myszy [7].

Pojawity si¢ rowniez prace, w ktérych ludzkie komoérki den-
drytyczne, pozyskiwane z hodowli obwodowych komoérek
mononuklearnych lub izolowane od pacjentéw z ostra bia-
taczka szpikowa (acute myelogeneus leukemia — AML),
modyfikowano genem IL-7. Z uzyskanych danych wyni-
ka, ze komérki dendrytyczne wytwarzajace IL-7 powoduja
stymulacjg proliferacji limfocytéw T, zalezna od poziomu
wytwarzanej IL-7, oraz efektywnie stymuluja cytotoksycz-
ne komorki T [10,80].

Z kolei komorki dendrytyczne z wprowadzonymi genami cy-
tokin modulujacych odpowiedZ odpornosciowa (IL-4) lub im-
munosupresyjnych (IL-10, TGF-f3) moga si¢ staé¢ uzytecznym
narz¢dziem w ochronie aloprzeszczep6w lub leczeniu scho-
rzefi o podtozu autodegeneracyjnym [42,59,74,76]. Morita
i wsp. prowadzili badania nad zastosowaniem DC uwalniaja-
cych IL-4 w leczeniu do§wiadczalnego reumatoidalnego zapa-
lenia stawow (rheumatoid arthritis — RA). Zaobserwowano, ze
nawet po jednokrotnym podaniu DC transdukowanych wekto-
rem retrowirusowym pRET6-IL-4, zmniejsza sig¢ poziom cyto-
kin zapalnych w miejscach objgtych schorzeniem [49]. Z kolei
zespot Takayamy analizowal wptyw transdukcji genami my-
siej IL-10 lub wirusowej IL-10 kodowanej przez wirus EBV
(VIL-10). Wirusowa IL-10 ma wysoka homologie do ssaczej
IL-10 nie ma jednak jej zdolnosci do aktywowania komérek T.
Wykazano, ze DC modyfikowane genem mysiej IL-10 stymu-
lowaty powstawanie komérek CTL i aktywnos¢ komérek NK.
W mysim modelu transplantacyjnym, transdukowane mIL-10
komérki DC zmieszane z komérkami fibrosarkomy MCA205
wptywaty na zahamowanie wzrostu guza. Gdy tymczasem DC
modyfikowane vIL-10 powodowaty zmniejszenie odpowiedzi
CTL i nie wptywaly na aktywnos$¢ NK in vitro. Pojawity sie
przestanki przemawiajace za tym, ze wykorzystanie DC trans-
dukowanych vIL-10 dawatoby mozliwos¢ przedtuzenia czasu
przezycia aloprzeszczepow przez blokowanie odpowiedzi od-
pornosciowej [76]. Jednak badania zespotu Buonocore’a nie
potwierdzily immunosupresyjnego dziatania vIL-10 w warun-
kach in vivo [15]. Zespo6t Takayamy wykazat réwniez, ze DC
transdukowane wektorem retrowirusowym zawierajacym gen
TGF-B, charakteryzowaly si¢ wyraznie zmniejszona zdolnos-
cig do aktywacji komoérek T, mimo to nie wptywatly na prze-
dluzenie przezycia aloprzeszczepu [74].

Terapia wykorzystujaca modyfikowane genami cytokin ko-
mérki DC wydaje si¢ potencjalnie bezpieczna i stosunkowo
fatwa do zastosowania u pacjentéw obarczonych nowotwo-
rami [14]. Jak dotad badania nad szczepionkami przeciwno-
wotworowymi opartymi na transdukowanych DC skupiaja
si¢ gtéwnie na optymalizacji protokotow terapeutycznych
[14,39,45,54]. Proponuje si¢ tez zastosowanie wektoréw
selektywnie rozpoznajacych antygeny powierzchniowe DC
np. DEC-205 (CD205) lub wektora z promotorem swoi-
Scie aktywnym w komérkach DC (DC-specific promoter),
co pozwolitoby na tzw. terapie celowana (targeting thera-
py) [54]. Czy jest to pomyst na skuteczniejsza, niz do tej
pory, terapig z zastosowaniem transdukowanych komoérek
dendrytycznych — pokaze najblizsza przysztosc.
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