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Jedn¹ ze strategii terapii genowej nowo-
tworów jest u¿ycie tzw. „genów samobój-
czych”. S¹ to geny, które nie wystêpuj¹ w ko-
mórkach ssaków, a ich produkty maj¹ zdol-
noœæ metabolizowania nietoksycznych
substratów (proleków) w toksyczne metaboli-
ty [1]. Na œwiecie obecnie prowadzi siê
w oparciu o ww. strategiê 54 programy kli-
niczne, które obejmuj¹ 555 chorych (www.wi-

ley.com), a jeden z programów badawczych
jest w III fazie prób klinicznych. Próby te do-
tycz¹ ró¿nych typów nowotworów, najczêœciej
guzów mózgu i czerniaka z³oœliwego. Najczê-
œciej dotychczas stosowanym genem samo-
bójczym jest gen koduj¹cy enzym kinazê ty-
midynow¹ wirusa opryszczki pospolitej typu
1 (HSV 1-Tk), który fosforyluje analogi nukle-
ozydowe tymidyny, bêd¹ce jednoczeœnie le-
kami przeciwwirusowymi, acyklowir czy gan-

cyklowir (GCV) do trójfosforanów bêd¹cych in-
hibitorami polimeraz DNA, co w rezultacie pro-
wadzi do œmierci komórki dziel¹cej siê. Znisz-
czeniu ulegaj¹ komórki w trakcie podzia³u, do
których wprowadzono gen samobójczy oraz
s¹siaduj¹ce dziel¹ce siê komórki, do których
produkt genu przenika poprzez po³¹czenia
miêdzykomórkowe. Zjawisko to okreœla siê ja-
ko bystander effect. Teoretycznie wiêc wystar-
cza ma³a frakcja komórek, do których wpro-
wadza siê gen samobójczy, aby zniszczyæ ca-
³y guz. Okazuje siê jednak, ¿e bardzo wa¿n¹
rolê w eliminacji guza odgrywaj¹ mechanizmy
odpornoœciowe [2-5]. Ju¿ w pierwszych do-
œwiadczeniach wykazano, ¿e tylko te szczury
ze wszczepionym guzem mózgu, które pod-
dano genowej terapii samobójczej i rozwinê-
³y ogólnoustrojow¹ swoist¹ odpowiedŸ immu-
nologiczn¹ przeciw wszczepionym komórkom
nowotworowym by³y w stanie ca³kowicie wy-

Na œwiecie obecnie prowadzi siê 54
programy kliniczne „samobójczej tera-
pii genowej” nowotworów, które obej-
muj¹ ³¹cznie 555 chorych. Próby te do-
tycz¹ najczêœciej guzów mózgu i czer-
niaka z³oœliwego i wykorzystuj¹
w wiêkszoœci gen koduj¹cy enzym –
kinazê tymidynow¹ wirusa opryszczki
pospolitej typu 1 (HSV 1-Tk). Po poda-
niu gancyklowiru (GCV) zniszczeniu
ulegaj¹ komórki, do których wprowa-
dzono gen HSV 1-Tk oraz komórki s¹-
siaduj¹ce (bystander effect). Bardzo
wa¿n¹ rolê w eliminacji guza odgrywa-
j¹ równie¿ mechanizmy odpornoœcio-
we. W pracy tej podjêto próbê zwiêk-
szenia efektywnoœci terapii samobój-
czej czerniaka z³oœliwego poprzez (i)
podniesienie wydajnoœci bystander ef-
fect przy u¿yciu genu koduj¹cego IL-
6 oraz (ii) skojarzenie efektu samobój-
czego z immunostymulacj¹ wykorzy-
stuj¹c geny HSV 1-Tk i GM-CSF. W tym
celu do wektora retrowirusowego
MSCV wklonowano gen fuzyjny Hy-Tk.
Do tego samego wektora wklonowano
gen dwucistronowy IL-6-IRES-Neo,
GM-CSF-IRES-Neo lub GM-CSF-IRES-
HyTk. Uzyskanymi rekombinowanymi
retrowirusami transdukowano komórki
mysiego czerniaka B-78-H1. Aktyw-
noœæ biologiczn¹ Tk in vitro badano
poprzez dodanie GCV do hodowli ko-
mórek B-78-HyTk i B-78-GM-
CSF/HyTk. Myszom C57Bl/6 x C3H po-
dano s.c. 5 x 105 komórek B-78-HyTk.
Po 7 dniach i. p. podawano GCV (15,
75, i 150 mg/kg). W kolejnej serii do-
œwiadczeñ myszom podawano komór-
ki B-78-HyTk lub B-78-IL-6 zmieszane
1:1 z komórkami B-78-H1 oraz miesza-
ninê 1:1 B-78-HyTk z B-78-IL-6. Po
7 dniach myszom podawano i.p. GCV
(75 mg/kg). W ostatniej serii doœwiad-
czeñ myszom podawano s. c. komór-
ki B-78-H1, B-78-GM-CSF oraz B-78-
GM-CSF/HyTk, a po 7 dniach GCV (75
mg/kg). Po raz pierwszy wykazaliœmy,
¿e wprowadzenie genu IL-6 równole-
gle z genem Tk do tkanki nowotworo-
wej z nastêpow¹ aktywacj¹ mechani-
zmów samobójczych zwiêksza w sy-
nergistyczny sposób bystander effect.
Ponadto, po³¹czenie Tk z GM-CSF ca³-
kowicie hamowa³o formowanie guzów
nisko-immunogennego czerniaka my-
siego B-78, podczas gdy u¿ycie ka¿-
dego z tych genów oddzielnie mia³o
tylko po³owiczny efekt. Potwierdzono
wczeœniejsze obserwacje, ¿e zastoso-
wanie genów dwucistronowych za-
pewnia wysok¹ ekspresjê genu tera-
peutycznego w systemie retrowiruso-
wym. Dodatkowo wykazano, ¿e
zastosowanie genu fuzyjnego (HyTk)
pozwala na jednoczesne wprowadze-
nie dwóch genów terapeutycznych do
komórki nowotworowej. 

S³owa kluczowe: samobójcza terapia
genowa, kinaza tymidynowa, IL-6, GM-
CSF, geny dwucistronowe, wektory re-
trowirusowe
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Ryc. 1. Efekt samobójczy genu HSV1-Tk przy u¿yciu ró¿nych dawek gancyklowiru in vitro
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eliminowaæ guz i prze¿yæ doœwiadczenie [2].
Z kolei szczury traktowane w identyczny spo-
sób, które nie by³y w stanie takiej odpowiedzi
rozwin¹æ, pada³y z powodu rozrostu guza
w miejscu wszczepienia. Ostatnio wykazano
równie¿, ¿e na skutek reakcji immunologicz-
nych zachodz¹cych w obrêbie guza i zwi¹-
zanej z tym produkcji cytokin, g³ównie
interleukiny (IL)-1 i -IL-6, a nie INFγ, IL-2 czy
IL-4, wzrasta efektywnoœæ bystander effect [6]. 

Kilkuletnie doœwiadczenia stosowania po-
wy¿szej strategii zarówno w modelach do-
œwiadczalnych, jak i badaniach klinicznych
u ludzi, wykaza³y jednak jej wzglêdnie ogra-
niczon¹ skutecznoœæ terapeutyczn¹. G³ówn¹
przyczyn¹ niepowodzeñ s¹ nadal niedosko-
na³e metody dostarczania genów bezpoœred-
nio do guza. Oryginalna strategia polega³a
na doguzowym podaniu komórek produkuj¹-
cych rekombinowane retrowirusy nios¹ce gen
HSV 1-Tk. PóŸniej próbowano podawaæ
oczyszczone wektory retrowirusowe. Wirusy
te wprowadzaj¹ geny (transdukuj¹) do komó-
rek dziel¹cych siê, wiêc „atakuj¹” tylko ko-
mórki nowotworowe oraz ewentualnie komór-
ki œródb³onka naczyñ zaopatruj¹cych w krew
komórki guza. Jest to wiêc bardzo korzyst-
ne zjawisko, gdy¿ omija komórki prawid³owe.
Jednak frakcja komórek dziel¹cych siê w ob-
rêbie guza jest ograniczona i tylko w niektó-
rych nowotworach siêga 20 proc. Wydajnoœæ
tej metody nie przekracza wiêc od 1 do
5 proc. komórek transdukowanych. Od pew-
nego czasu próbuje siê stosowaæ rekombi-
nowane adenowirusy, które wprowadzaj¹ ge-
ny równie¿ do komórek nie dziel¹cych siê
i wykazuj¹ znacznie wy¿sz¹ wydajnoœæ trans-
dukcji ni¿ wektory retrowirusowe [7]. 

Na podstawie zgromadzonych danych
mo¿na s¹dziæ, ¿e efektywnoœæ terapii samo-
bójczej zale¿y g³ównie od 3 czynników,
a mianowicie: wydajnoœci transdukcji genu
samobójczego, poziomu bystander effect i od-
powiedzi immunologicznej. W zwi¹zku z tym
prowadzone obecnie badania ogniskuj¹ siê
g³ównie na tych zagadnieniach. W naszych
poprzednich badaniach wykazaliœmy, ¿e za-
stosowanie genu dwucistronowego zawiera-

j¹cego gen znacznikowy (LacZ) po³¹czony
sekwencj¹ IRES z genem opornoœci na neo-
mycynê (Neo) w wektorze retrowirusowym,
zapewnia produkcjê wysokiego miana rekom-
binowanych retrowirusów nios¹cych ten gen
przez komórki pakuj¹ce [8], a podanie tych
komórek do guza mózgu u szczurów, prowa-
dzi do transdukcji genu do ponad 3 proc.
komórek nowotworowych [9]. Wykazaliœmy
równie¿, ¿e gen dwucistronowy zawieraj¹cy
gen HSV 1-Tk po³¹czony sekwencj¹ IRES
a genem Neo w wektorze retrowirusowym za-
pewnia wysok¹ ekspresjê genu samobójcze-
go w komórkach mysiego czerniaka B-78-H1
i jego funkcjê in vivo [10]. W niniejszej pra-
cy przedstawiamy wyniki badañ nad zwiêk-
szeniem efektywnoœci terapii samobójczej
czerniaka z³oœliwego poprzez podniesienie
wydajnoœci bystander effect przy u¿yciu ge-
nu koduj¹cego IL-6 oraz skojarzenie efektu
samobójczego z immunostymulacj¹ wykorzy-
stuj¹c geny HSV 1-Tk i granulocytarno-
makrofagowego czynnika stymuluj¹cego
powstawanie kolonii (GM-CSF). 

MATERIA£ I METODY 

Wektory retrowirusowe i transdukcja 
komórek mysiego czerniaka – B-78-H1

Do wektora retrowirusowego opartego na
murine stem cell virus (MSCV) po wyciêciu ka-
sety pgk-Neo (genu opornoœci na neomycy-
nê z egzogennym promotorem) w miejsca
XhoI i Sal I wklonowano gen fuzyjny z³o¿ony
z genu HSV 1-Tk i genu selekcyjnego – opor-
noœci na hygromycynê (Hy) (pozyskany dziê-
ki uprzejmoœci Dr R. G. Hawley, Toronto, Ka-
nada). Uzyskany wektor oznaczono symbolem
MSCV-HyTk. Do tego samego wektora (MSCV)
po wyciêciu kasety jw. w miejsca Bgl II
i BamH I wklonowano gen dwucistronowy za-
wieraj¹cy cDNA ludzkiej IL-6 po³¹czonej se-
kwencj¹ IRES z genem Neo (symbol wektora
– MINV-IL-6). W podobny sposób, poprzez
wklonowanie genu dwucistronowego zawie-
raj¹cego cDNA mysiego GM-CSF po³¹czo-
nego sekwencj¹ IRES z genem Neo w miej-
sca Bgl II i BamH I MSCV, uzyskano wektor

54 clinical trails of cancer suicide ge-

ne therapy comprising 555 patients

are currently carried out allover the

world. These trails mostly target bra-

in tumors and malignant melanoma,

and apply herpes simplex virus type

1 thymidine kinase gene (HSV-1 Tk)

as a suicide gene. Following gancic-

lovir (GCV) administration Tk transdu-

ced cancer cells and non-transduced

neighboring cancer cells are elimina-

ted (bystender effect). Very important

role in tumor eradication plays also

antitumor immune response. The aim

of the study was the enhancement of

the suicide gene therapy of melano-

ma by (i) increase of the bystander

effect by IL-6, (ii) combination of su-

icide gene therapy and immunosti-

mulation using Tk and GM-CSF ge-

nes. For this purpose the HyTk fusion

gene was inserted into MSCV retrovi-

ral vector. Into the same vector bici-

stronic genes IL-6-IRES-Neo, GM-C-

SF-IRES-Neo or GM-CSF-IRES-HyTk

were cloned. Obtained recombinant

retroviruses were used for transduc-

tion of B-78-H1 murine melanoma

cells. In vitro biological activity of Tk

was studied by adding of GCV into

culture of B-78-HyTk or B-78-GM-

CSF/HyTk. In vivo activity of Tk was

studied by s. c. inoculation of C57Bl/6

x C3H mice with 5 x 105 B-78-HyTk

followed by i.p. GCV (15, 75, 150

mg/kg) administration after 7 days. In

another set of experiments mice we-

re inoculated with B-78-HyTk or B-78-

IL-6 mixed 1:1 with B-78-H1 cells or

B-78-HyTk/B-IL-6 1:1 mixture. After

7 days mice received 75 mg/kg of

GCV. In the last series of experiments

mice were inoculated s.c. with B-78-

H1, B-78-GM-CSF or B-78-GM-

CSF/HyTk and after 7 days GCV (75

mg/kg) was applied i.p. We have for

the first time demonstrated that IL-6

in the synergistic manner enhanced

Tk bystander effect. Moreover, com-

bination of Tk with GM-CSF comple-

tely inhibited tumor formation by low-

immunogenic murine melanoma B-

78-H1, while application of each of

the factors separately had only limi-

ted effect. We have confirmed earlier

observations that bicistronic genes

provide high expression of therapeu-

tic gene in retroviral expression sys-

tem. In addition application of fusion

gene (HyTk) allows insertion of two

therapeutic genes into cancer cell. 

Key words: suicide gene therapy, thy-

midine kinase, IL-6, GM-CSF, bicistro-

nic genes, retroviral vectors
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Ryc. 2. Wp³yw dawki gancyklowiru na tworzenie guzów u myszy przez komórki czerniaka, do których wprowadzono gen
samobójczy (HSV1-Tk)
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MINV-GM-cSF. W analogiczny sposób skon-
struowano wektor MINV-GM-CSF/HyTk, w któ-
rym gen mysiego GM-CSF po³¹czono sekwen-
cj¹ IRES z genem fuzyjnym HyTk. cDNA ludz-
kiej IL-6 oraz mysiego GM-CSF uzyskano
dziêki uprzejmoœci Dr S. Rose-John, Mainz,
Niemcy. Uzyskane wektory elektroporowano
do komórek pakuj¹cych PA317, jak opisano
wczeœniej [8]. Po elektroporacji wektorów
MSCV-Hy-Tk oraz MINV-GM-CSF/HyTk komór-
ki pakuj¹ce selekcjonowano przez 3 tygodnie
w obecnoœci antybiotyku hygromycyny, a po-
zosta³ych wektorów w obecnoœci G418. Na-
stêpnie uzyskanymi rekombinowanymi retrowi-
rusami transdukowano komórki mysiego czer-
niaka B-78-H1. W skrócie, nads¹cz
z odpowiednich komórek pakuj¹cych zawie-
raj¹cy wirusy dodawano do hodowli komórek
B-78-H1 na 48 h w obecnoœci Polybrenu. Na-
stêpnie po¿ywkê zmieniano, a transdukowane
komórki selekcjonowano w odpowiednim an-
tybiotyku. Komórki hodowano do uzyskania
konfluencji bez pozyskiwania klonów. Ekspre-
sjê Tk, IL-6 i GM-CSF w komórkach pakuj¹-
cych oraz B-78-H1 oceniano na poziomie
mRNA przy pomocy metody Northern blot.
Syntezê IL-6 i GM-CSF przez komórki B-78-
IL-6 oraz B-78-GM-CSF i B-78-GM-CSF/HyTk
badano przy u¿yciu metody ELISA (odpowied-
nio Genzyme i R&D, USA). Stwierdzono, ¿e
komórki B-78-IL-6 wytwarzaj¹ 100 ng/106/24 h,
a komórki B-78-GM-CSF i B-78-GM-CSF/HyTk
odpowiednio 9 i 5 ng/106/24 h. Aktywnoœæ bio-
logiczn¹ Tk in vitro badano poprzez dodanie
GCV we wzrastaj¹cych dawkach do hodowli
komórek B-78-HyTk i B-78-GM-CSF/HyTk i ce-
nê ich ¿ywotnoœci stosuj¹c test MTT. 

Badania in vivo
We wszystkich doœwiadczeniach stosowa-

no myszy C57Bl/6 x C3H w wieku 6-10 tygo-
dni pochodz¹ce z Instytutu Immunologii i Te-
rapii Doœwiadczalnej (Wroc³aw). W pierwszej
serii doœwiadczeñ myszom podawano pod-
skórnie (s.c) 5 x 105 komórek B-78-HyTk. Po
7 dniach przez kolejnych 7 dni co 12 godz.
myszom dootrzewnowo (i.p.) podawano GCV
w dawkach ca³kowitych 15, 75, i 150 mg/kg.
W kolejnej serii doœwiadczeñ myszom poda-
wano komórki B-78-HyTk lub B-78-IL-6 zmie-
szane 1:1 z komórkami B-78-H1 oraz miesza-
ninê 1:1 B-78-HyTk z B-78-IL-6 w iloœci ca³-
kowitej jw. Po 7 dniach myszom podawano
i.p. GCV w dawce 75 mg/kg w sposób jak
opisano wy¿ej. W ostatniej serii doœwiadczeñ
myszom podawano s.c. komórki B-78-H1, B-
78-GM-CSF oraz B-78-GM-CSF/HyTk w iloœci
jw. Równie¿ po 7 dniach myszom podawano
GCV w dawce 75 mg/kg w sposób jw. 

WYNIKI 

Aktywnoœæ Tk in vitro przedstawiono na
ryc. 1. Jak wynika z wykresu wektor MSCV-
HyTk zapewnia nieco wy¿sz¹ aktywnoœæ Tk
in vitro ni¿ MINV-GM-CSF/HyTk. 

Wyniki zale¿noœci zahamowania wzrostu
guza od dawki GCV przedstawiono na ryc.
2. Zastosowanie GCV w dawce 150 mg/kg
ca³kowicie zniszczy³o komórki nowotworowe,
które nie uformowa³y guzów. Natomiast GCV
w dawce 15 mg/kg mia³o bardzo nisk¹ wy-
dajnoœæ. Dawka poœrednia hamowa³a wzrost

guzów u ponad po³owy zwierz¹t. W zwi¹zku
z tym, do badañ bystander effect zastosowa-
no dawkê 75 mg/kg. W tej serii doœwiadczeñ,
aby stwierdziæ wp³yw Tk na komórki s¹siadu-
j¹ce, komórki transdukowane Tk mieszano
z komórkami wyjœciowymi lub transdukowa-
nymi IL-6. Na ryc. 3. przedstawiono wyniki
powy¿szego doœwiadczenia. Stwierdzono, ¿e
komórki B-78-IL-6 zmieszane z B-78 podane
s.c. myszom we wszystkich przypadkach two-
rz¹ guzy, podobnie jak B-78-HyTk. Podanie
GCV w dawce jw. powodowa³o tylko (g³ów-
nie w przypadku B-78-HyTk) opóŸnienie po-
jawienia siê guzów oraz zwolnienie ich wzro-
stu. Natomiast w przypadku zmieszania ko-
mórek B-78-IL-6 z B78-HyTk i podania GCV
tylko 20 proc. zwierz¹t rozwinê³o guzy. 

U 40 proc. myszy, którym podano B-78-

GM-CSF lub B-78-GM-CSF/HyTk i u wszyst-
kich, którym podano B-78-HyTk stwierdzono
formowanie guzów (ryc. 4.). Padanie GCV
w dawce 75 mg/kg nieznacznie opóŸni³o for-
mowanie guzów B-78-GM-CSF, spowodowa-
³o formowanie guzów z komórek B-78-HyTk
u oko³o 30 proc. zwierz¹t oraz ca³kowicie za-
hamowa³o formowanie guzów z komórek B-
78-GM-CSF/HyTk. 

DYSKUSJA 

Opornoœæ wielu nowotworów na chemio-,
radio- czy immunoterapiê, bêd¹cych w fazie
rozsiewu stymuluje do poszukiwañ nowych
metod ich leczenia. W genoterapii ju¿ od kil-
ku lat pok³ada siê nadzieje, i¿ bêdzie sku-
tecznie zwalczaæ tê chorobê. Obecnie pro-
wadzi siê próby kliniczne terapii genowej no-
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Ryc. 3. Synergistyczny efekt Tk i IL-6 na formowanie guzów u myszy

Ryc. 4. Synergistyczny efekt Tk i GM-CSF na formowanie guzów u myszy
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wotworów oparte na kilku podstawowych
strategiach [11]. Obejmuj¹ one immunotera-
piê genow¹, gdzie dominuj¹ tzw. genetycz-
nie modyfikowane rakowe szczepionki ko-
mórkowe (gene modified tumor vaccines –
GMTV), a ostatnio modyfikacjê komórek den-
drytycznych – prezentuj¹cych antygen, tera-
piê antyangiogenn¹, dyskutowan¹ w niniej-
szej pracy terapiê samobójcz¹, naprawê
uszkodzonych genów supresorowych lub
usuniêcie onkogenów, czy ochronê szpiku
przed chemioterapi¹ wysokodawkow¹ po-
przez wprowadzenie do nich genów opor-
noœci wielolekowej. Po fali olbrzymiego opty-
mizmu spowodowanego bardzo obiecuj¹cy-
mi wynikami badañ przedklinicznych
nadszed³ okres ich weryfikacji w próbach kli-
nicznych. Okaza³o siê, ¿e wyniki uzyskane
w wysublimowanych modelach zwierzêcych
nie zawsze przek³adaj¹ siê na konkretne sy-
tuacje kliniczne. Oryginalne obserwacje wy-
kaza³y zale¿noœæ efektu samobójczego od
odpowiedzi immunologicznej [2]. Ostatnio
wykazano, ¿e komórki nowotworowe w wy-
niku terapii samobójczej eliminowane s¹
raczej poprzez martwicê ni¿ na drodze
apoptozy, a odpowiedŸ immunologiczna spo-
laryzowana jest w kierunku Th1 [3]. Ostat-
nio zwrócono równie¿ uwagê, ¿e mediatory
reakcji odpornoœciowych mog¹ wp³ywaæ na
bystander effect [6]. W zwi¹zku z tym pró-
buje siê ³¹czyæ ze sob¹ niektóre strategie.
Ponadto, próbuje siê ulepszaæ noœniki ge-
nów w taki sposób, aby mog³y zapewniæ
jednoczesn¹ ekspresjê kilku wprowadzanych
genów. 

W tej pracy po raz pierwszy wykazaliœmy,
¿e wprowadzenie genu IL-6 równolegle
z genem Tk do tkanki nowotworowej z na-
stêpow¹ aktywacj¹ mechanizmów samobój-
czych, zwiêksza w synergistyczny sposób
bystander effect. Mechanizmy molekularne
le¿¹ce u pod³o¿a tego zjawiska wymagaj¹
dalszych analiz, szczególnie badañ in vitro,
które pozwol¹ ostatecznie os¹dziæ czy ma-
my faktycznie do czynienia ze wzmocnie-
niem bystander effect, czy ze wspó³aktywa-
cj¹ przeciwnowotworowych mechanizmów
obronnych in vivo, które z kolei prowadz¹ do
eliminacji guza. Skojarzenie obu metod po-
szerza jednak znacznie mo¿liwoœci terapii
samobójczej. Jak wczeœniej wspomniano,
Freeman i wsp. [6] dopatrywali siê zwi¹zkus
miêdzy wzmocnieniem bystander effect i eks-
presj¹ IL-6. Inna grupa jednak nie stwierdzi-
³a wy¿szego efektu terapeutycznego w wy-
niku transdukcji guzów przy pomocy wekto-
rów adenowirusowych genem Tk i IL-6,
ponad transdukcjê samym genem Tk [12]. 

W ci¹gu 3 ostatnich lat ukaza³a siê seria
publikacji, w których próbuje siê ³¹czyæ te-
rapiê samobójcz¹ z immunoterapi¹, g³ównie
poprzez jednoczesne wprowadzenie do ko-
mórek guza genów koduj¹cych cytokiny czy
powierzchniowe cz¹steczki kostymuluj¹ce
[13-16]. Lista obejmuje IL-2, TNFα, GM-CSF
czy FGF2 (basic fibroblast growth factor). We
wszystkich przypadkach, z jednym wyj¹tkiem
[12], stwierdzono wzmo¿enie efektu terapeu-
tycznego Tk przez omawiane cytokiny. For-
ma reakcji by³a jednak ró¿na w zale¿noœci
od u¿ytej cytokiny, np. IL-2 bardziej ni¿ inne
czynniki hamowa³a miejscowy wzrost guza,

poprzez aktywacjê nieswoistych mechani-
zmów przeciwnowotworowych, natomiast GM-
CSF najbardziej aktywowa³ pamiêæ immuno-
logiczn¹, tym samym odpowiedŸ ogólnoustro-
jow¹. W naszych badaniach wykazaliœmy, ¿e
po³¹czenie Tk z GM-CSF ca³kowicie hamo-
wa³o formowanie guzów nisko-immunogenne-
go czerniaka mysiego B-78, podczas gdy
u¿ycie ka¿dego z tych genów oddzielnie
mia³o tylko po³owiczny efekt. Obserwowana
w tej pracy wydajnoœæ terapii znacznie prze-
kracza wydajnoœæ Tk + GM-CSF prezento-
wan¹ przez innych [15-16]. Prawdopodobnie
spowodowane to jest faktem, ¿e teoretycznie
wszystkie komórki nowotworowe stosowane
w naszych doœwiadczeniach transdukowane
s¹ oboma genami. Inni natomiast wprowa-
dzali geny do uformowanych wczeœniej gu-
zów, transdukuj¹c tylko frakcjê komórek no-
wotworowych. Mechanizm, na drodze które-
go dochodzi do wspó³dzia³ania Tk i GM-CSF
najprawdopodobniej polega na tym, ¿e GM-
CSF aktywuje komórki dendrytyczne, które
prezentuj¹ antygeny uwalniane z komórek no-
wotworowych w wyniku dzia³ania genu sa-
mobójczego. Uzyskane wyniki sugeruj¹, ¿e
po³¹czenie trzech elementów strategii „samo-
bójczej”, tzn. genu samobójczego (Tk),
wzmo¿enia bystander effect (IL-6) oraz im-
munostymulacji (GM-CSF) mo¿e jeszcze bar-
dziej podnieœæ jej efektywnoœæ. 

Nasze poprzednie badania [8-10] oraz da-
ne publikowane przez inne grupy [13, 14]
wskazuj¹ na to, ¿e zastosowanie genów dwu-
cistronowych w ró¿nych noœnikach znacznie
podnosi efektywnoœæ dostarczania kilku ge-
nów do jednej komórki, a w przypadku wek-
torów retrowirusowych podnosi miano rekom-
binowanych wirusów. Równie¿ w tej pracy wy-
kazaliœmy wysok¹ wydajnoœæ omawianego
systemu. Ponadto, poprzez u¿ycie genu fuzyj-
nego (HyTk), obejmuj¹cego równie¿ gen se-
lekcyjny byliœmy w stanie wykorzystaæ trzy ge-
ny, z których ten ostatni nie jest genem tera-
peutycznym, a genem zapewniaj¹cym
selekcjê komórek pakuj¹cych w systemie re-
kombinowanych retrowirusów. Po kilku latach
doœwiadczeñ okazuje siê jednak, ¿e wektory
retrowirusowe, pomimo ich wielu zalet, nie bê-
d¹ noœnikiem z wyboru w terapii samobójczej
nowotworów. Na obecnym etapie rozwoju
wektorologii zaczynaj¹ wypieraæ je noœniki
adenowirusowe [7]. Szczególnie obiecuj¹ce
s¹ wektory trzeciej generacji, tzw. helper de-
pendent, które maj¹ zdolnoœæ przenoszenia
informacji wielkoœci ok. 30 000 par zasad i za-
pewniaj¹ wzglêdnie d³ug¹ ekspresjê genów
w komórkach docelowych, gdy¿ nie s¹ elimi-
nowane na drodze immunologicznej [17]. Pod-
sumowuj¹c, zastosowanie genów wielocistro-
nowych stanowi znaczny postêp w rozwoju
genowej terapii samobójczej, natomiast noœni-
ki retrowirusowe bêd¹ zastêpowane innymi. 
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