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B-78 – ustalona linia komórek czernia-

ka mysiego; 
CD – (cluster of differentiation) – grupa

ró¿nicowania; 
CTL – (cytotoxic T-lymphocyte) – cy-

totoksyczne limfocyty T; 
CYC – cyklofosfamid; 

DMEM – Dulbeccos Modified Eagle’s Me-

dium; 
EGFP – Enhanced Green Fluorescent Pro-

tein; 
FCS – Fetal Calf Serum; 

GMTV – (gene modified tumor vaccine) –
genetycznie modyfikowana szcze-
pionka komórkowa; 

H6 – Hyper-IL-6; 
IL – interleukina; 

i.p. – (intraperitoneally) – dootrzewnowo; 
MHC – (Major Histocompatibility Complex)

– g³ówny uk³ad zgodnoœci tkan-
kowej; 

NK – (natural killer) limfocyty NK; 
s.c. – (subcutaneously) – podskórnie; 

sIL-6R – rozpuszczalny receptor dla IL-6;
TGFβ – (Transforming Growth Factor β) –

czynnik transformuj¹cy wzrost no-
wotworu β.

WSTÊP

Pomimo stosowania klasycznych
form mono- i politerapii czerniaka
z³oœliwego, obejmuj¹cych chirurgicz-
n¹ cytoredukcjê, chemioterapiê oraz
radioterapiê, nie osi¹gniêto istotnych

statystycznie zmian w odsetku uzys-
kanych remisji i poprawie prze¿ycia
chorych [1]. Opracowanie skutecz-
nej strategii terapeutycznej, prowa-
dz¹cej do wzmocnienia swoistej od-
powiedzi przeciwczerniakowej, jest
najbardziej po¿¹danym celem wspó³-
czesnej onkologii. 

Cyklofosfamid (CYC) jest jednym
z najczêœciej stosowanych leków
w terapii nowotworów. Ma on naj-
szerszy zakres dzia³ania przeciwno-
wotworowego wœród œrodków alkilu-
j¹cych oraz stosunkowo nisk¹ tok-
sycznoœæ. Stosowany jest w terapii
bia³aczek, ch³oniaków, raka oskrzeli,
p³uc, ¿o³¹dka, sutka, jajnika, j¹dra.
U¿ywany jest równie¿ w transplanto-
logii oraz w leczeniu niektórych cho-
rób o pod³o¿u autoimmunologicznym
[2–6]. Opisano wiele mechanizmów
dzia³ania cyklofosfamidu, zarówno
w badaniach na modelu zwierzêcym,
jak i próbach klinicznych [7–11]. Jed-
nym z najwa¿niejszych jest nasilenie
odpowiedzi przeciwnowotworowej po-
przez nieswoiste blokowanie subpo-
pulacji supresorowych/regulatorowych
limfocytów T (CD4+CD25+) zarówno
w modelu in vitro, jak i in vivo [12].

CCeell:: Celem pracy by³a ocena wp³ywu

cyklofosfamidu (CYC) na wzrost ko-

mórek czerniaka, genetycznie mody-

fikowanych cDNA dla interleukiny-6

(IL-6) i Hyper-IL-6 (H6) in vivo. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy::  W badaniach wy-

korzystano 6-tygodniowe myszy chi-

meryczne C57/BL6xC3H (samice,

F1), którym podano podskórnie ko-

mórki ustalonej linii mysiego czernia-

ka B-78, modyfikowane genetycznie

cDNA koduj¹cym IL-6 (B-78/IL-6)

i hybrydowe bia³ko fuzyjne H-6 

(B-78/H-6). Myszom z grupy kontrol-

nej (grupa I; n=7) wstrzykniêto wyj-

œciowe komórki B-78 oraz dootrzew-

nowo 100 µl PBS; myszy z grupy II

(n=7) zaszczepiono komórkami 

B-78/IL-6+100 µl PBS, a z grupy III

(n=7) komórkami B-78/H-6+100 µl

PBS. Grupy doœwiadczalne podzie-

lone zosta³y na podgrupy IA–IIIA

oraz IB–IIIB (tab. 1.). Myszy z grup

IA–IIIA (n=21) oraz z grup IB–IIIB

(n=21) otrzyma³y dootrzewnowo 

100 µl cyclofosfamidu (odpowiednio,

100 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c.),

2 dni przed zaszczepieniem wyjœcio-

wych i modyfikowanych genetycznie

cDNA dla IL-6 i H-6 komórek B-78. 

Oceniano dynamikê wzrostu guza

(co 7 dni od zaszczepienia) oraz

œredni czas prze¿ycia zwierz¹t. Ana-

lizowano ponadto cytotoksycznoœæ

komórek NK oraz profil subpopula-

cji limfocytów Th1/Th2 oraz Tc1/Tc2

w krwi obwodowej. 

WWyynniikkii::  Wielkoœæ guza u myszy za-

szczepionych komórkami B-78/H-6

(grupa III) by³a istotnie mniejsza

(dzieñ 35., >20 cm3) w porównaniu

z grup¹ kontroln¹ (grupa I). Kombi-

nowana terapia B-78/H-6 i CYC (100

mg/kg m.c.; grupa IIIA) nie spowo-

dowa³a istotnych statystycznie zmian

w dynamice wzrostu guza. 

Najd³u¿sze œrednie prze¿ycia (>100

dni, 57 proc.) notowano w grupie

zwierz¹t, którym podano CYC

w dawce 100 mg/kg m. c. i zaszcze-

piono komórkami B-78/H-6. 

Zastosowanie kombinowanej terapii

GMTV z CYC [B-78/IL-6 i B-78/H-6 +

100 mg/kg m.c. (grupy IIA, IIIA od-

powiednio)] nie spowodowa³o zna-

miennych ró¿nic w poziomie nieswo-

WWssppóó³³cczzeessnnaa  OOnnkkoollooggiiaa  ((22000044))  vvooll..  88;;  33  ((112244––113311))

Wp³yw cyklofosfamidu 
na tumorogennoœæ komórek
czerniaka modyfikowanych 
genetycznie IL-6 i Hyper-IL-6 
Effect of cyclophosphamide on tumorogenesis of the IL-6

and Hyper-IL-6 gene modified murine melanoma cells

Dariusz I¿ycki1, Sergiusz Nawrocki1, Maria £aciak1, 
Katarzyna Gryska1, Katarzyna Baksalary-I¿ycka2, 
Andrzej Mackiewicz1

1Zak³ad Immunologii Nowotworów i Wielkopolskie Centrum Onkologii 
w Poznaniu, 

2Instytut Stomatologii Akademii Medycznej w Poznaniu



istej cytotoksycznoœci komórek NK

oraz profilu subpopulacji Th1/Th2

oraz Tc1/Tc2. 

WWnniioosskkii::  Zastosowanie niskich da-

wek CYC hamuje potencja³ tumoro-

genny genetycznie modyfikowanych

IL-6 i Hyper-IL-6 komórek mysiego

czerniaka in vitro. 

S³owa kluczowe: cyklofosfamid, te-

rapia genowa, czerniak z³oœliwy.
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Komórki T CD4+CD25+, poprzez
syntezê i uwalnianie interleukiny-4 
(IL-4), interleukiny-10 (IL-10) oraz
TGF-beta, odpowiedzialne s¹ za po-
wstanie stanu immunosupresji
i ucieczkê komórek rakowych spod
nadzoru immunologicznego [13]. Ak-
tywnoœæ biomodulacyjna cyklofosfa-
midu znalaz³a szczególne zastoso-
wanie w kombinowanej terapii czer-
niaka z³oœliwego. Zastosowanie
cyklofosfamidu w terapii z³o¿onej
z genetycznie modyfikowanych ge-
nem dla IL-2 komórek linii ustalonej
mysiego czerniaka B-16 oraz niewiel-
kimi dawkami IL-1 wyd³u¿y³o czas
prze¿ycia zwierz¹t oraz zredukowa³o
odleg³e przerzuty czerniaka w p³u-
cach [14]. Badacze sugerowali, ¿e
wykorzystanie niewielkich dawek
CYC przed immunizacj¹ genetycznie
modyfikowan¹ szczepionk¹ przeciw-
nowotworow¹ (GMTV) doprowadzi³o
do zahamowania aktywnoœci komó-
rek CD4+/CD25+ oraz wzrostu efek-
tywnoœci cytotoksycznej komórek NK
i CTL. W klinicznych próbach terapii
czerniaka u¿ycie CYC wraz z auto-
logicznymi komórkami czerniakowy-
mi, allogenicznym lizatem komórek
czerniaka (Melacine) czy poliwalent-
nym immunogenem (fragmenty auto-
lub allogenicznych b³on komórko-
wych skonjugowane z silikonowymi
lub lateksowymi cz¹steczkami) wy-
d³u¿y³o czas prze¿ycia chorych na
zaawansowanego czerniaka. Efekt
dzia³ania CYC w tym modelu pole-
ga³ raczej na zahamowaniu supreso-
rowej funkcji subpopulacji limfocytów
T o fenotypie CD4+/CD25+, a nie na
bezpoœredniej aktywnoœci przeciwno-
wotworowej [13]. 

Stosunkowo nieliczne dane litera-
turowe dotycz¹ce zastosowania
CYC w celu podniesienia efektyw-
noœci terapii nowotworów wykorzy-
stuj¹cej GMTV, potwierdzaj¹ jego
doœwiadczaln¹ i kliniczn¹ wartoœæ
jako czynnika immunomodulacji
przeciwnowotworowej. Jednak me-
chanizmy jego dzia³ania nie s¹ do-
k³adnie poznane. 

Wczeœniejsze badania, przepro-
wadzone w Zak³adzie Immunologii
Nowotworów Akademii Medycznej
w Poznaniu wykaza³y, ¿e immunizo-

wanie myszy genetycznie modyfiko-
wanymi IL-6 i rozpuszczalnym recep-
torem dla IL-6 (sIL-6R) komórkami li-
nii ustalonej mysiego czerniaka, 
B-78 zahamowa³o wzrost guza, prze-
d³u¿y³o czas prze¿ycia zwierz¹t oraz
indukowa³o swoiste, efektorowe me-
chanizmy obronne [15, manuskrypt].
Ponadto zastosowanie mieszaniny
komórek B-78 transdukowanych IL-6
i sIL-R nasili³o przeciwnowotworowy
efekt GMTV. 

W przedstawionej pracy oceniano
wp³yw cyklofosfamidu na zahamowa-
nie wzrostu komórek linii ustalonej
mysiego czerniaka B-78, modyfiko-
wanych genetycznie genami IL-6
i Hyper-IL-6 (H-6) w modelu in vivo. 

MATERIA£ I METODY

Konstrukcja wektorów 
retrowirusowych oraz transdukcja
komórek docelowych

Do badañ wykorzystano s³abo im-
munogenn¹ ustalon¹ liniê komórek
mysiego czerniaka B-78 (podtyp ko-
mórek B-16), któr¹ utrzymywano
w hodowli jednowarstwowej w po-
¿ywce DMEM (GIBCO, Edmonton,
Canada), wzbogaconej Glutamax
I (GIBCO), 10 proc. v/v FCS GIBCO)
w 37oC, 5 proc. CO2 w powietrzu.
Docelowe komórki B-78 transduko-
wano retrowirusowym wektorem dwu-
cistronowym podwójnej kopii nios¹-
cym cDNA ludzkiej IL-6 oraz H-6
(otrzymane od prof. Stefana Rose-
John), jak opisano wczeœniej [16–18].
Wysoka ekspresja swoistego RNA
dla IL-6 oraz H-6 zosta³a potwierdzo-
na w pozytywnie wyselekcjonowa-
nych komórkach B-78 analiz¹ Nor-
thern blot, a obecnoœæ syntetyzowa-
nego bia³ka IL-6 i H6 zosta³a
potwierdzona testem ELISA (Genzy-
me, Cambridge, MA i R&D, Mine-
apolis, MN odpowiednio). Transduko-
wane komórki B-78-H1-IL-6 produko-
wa³y 12,4 ng/106 komórek/24 godz.
IL-6, a komórki B-78/H6 produkowa-
³y 14,1 ng/106 komórek/24 godz. bia³-
ka fuzyjnego H-6 (wg oceny sIL-6R)
(dane nieprzedstawione). 

W testach cytotoksycznoœci nie-
swoistej zastosowano docelowe dla



mysich limfocytów NK komórki
YAC-1 (ATCC), genetycznie modyfi-
kowane cDNA, koduj¹cym bia³ko
wskaŸnikowe EGFP. Konstrukcjê dwu-
cistronowego wektora ekspresyjnego
pMINV-EGFP, transdukcjê komórek
docelowych YAC-1 oraz selekcjê po-
zytywnych klonów YAC-1/EGFP wy-
konano zgodnie z metod¹ opisan¹
wczeœniej [19]. Wewn¹trzcytoplazma-
tyczn¹ ekspresjê EGFP potwierdzo-
no w mikroskopie fluorescencyjnym
(Olympus IX70, Japonia). 

Hodowla zwierząt 
i model doświadczalny

W badaniach wykorzystano 6-ty-
godniowe myszy chimeryczne
C57/BL6xC3H (samice, F1, Instytut
Immunologii Doœwiadczalnej im.
Hirszfelda, Wroc³aw). Hodowlê pro-
wadzono w zwierzêtarni Zak³adu
Toksykologii Akademii Medycznej
w Poznaniu. Zwierzêta zosta³y pod-
skórnie zaszczepione komórkami
wyjœciowymi (5x105) linii ustalonej
mysiego czerniaka B-78 oraz mo-
dyfikowanymi genetycznie cDNA
koduj¹cym interleukinê-6 (B-78/IL-6)
i hybrydowe bia³ko fuzyjne Hyper-
IL-6 (B-78/H6). Kontroln¹ grupê I–III
(n=21) stanowi³y zwierzêta, którym

wstrzykniêto wyjœciowe komórki 
B-78 (grupa I) lub genetycznie mo-
dyfikowane komórki B78/IL-6 (gru-
pa II) i B-78/H6 (grupa III). Zwie-
rzêtom kontrolnym dootrzewnowo
podano 100 µl PBS. Grupy do-
œwiadczalne podzielone zosta³y na
2 podgrupy IA–IIIA i IB–IIIB. Myszy
z grup IA–IIIA (n=21) oraz z grup
IB–IIIB (n=21) otrzyma³y dootrzew-
nowo cyklofosfamid (CYC) (Astra
Medica, Szwajcaria) – 100 mg/kg
m.c. i 500 mg/kg m.c., odpowied-
nio 2 dni przed zaszczepieniem
wyjœciowych i modyfikowanych ge-
netycznie komórek B78 (tab. 1.).
Oceniano œredni czas prze¿ycia zwie-
rz¹t oraz dynamikê wzrostu guza
(ocena co 7 dni od zaszczepienia). 

Cytotoksyczność komórek NK
Analiza cytotoksycznoœci komórek

NK wobec docelowych komórek
YAC-1 zosta³a wykonana w cytome-
trze przep³ywowym (EPICS, Coulter)
za pomoc¹ metody opisanej wcze-
œniej [19]. Genetycznie modyfikowa-
ne EGFP komórki docelowe YAC-1
inkubowano (w obecnoœci jodku pro-
pydyny) ze œwie¿ymi limfocytami izo-
lowanymi z krwi obwodowej zwierz¹t
w 28. dniu (wirowanie w gradiencie

BBaacckkggrroouunndd:: The study was aimed

at evaluating the effect of cyclo-

phosphamide on the melanogenesis

of the IL-6 and hyper-IL-6 gene

modified murine melanoma cells. 

AAnniimmaallss  aanndd  EExxppeerriimmeennttaall  DDeessiiggnn::

Sixty-three (n=63), six-week-old

C57/Bl6xC3H chimeric mice were

injected with ”wild” type or with

interleukin-6 (IL-6) or Hyper-6 (H6)

gene modified B-78 murine mela-

noma cells and/or cyclophospha-

mide. Control groups were injected

s.c. with ”wild” type (group I; n=7),

IL-6 (group II; n=7), or H-6 (group III;

n=7) gene modified B-78 murine

melanoma cells (5x105 cells). In the

experimental groups IA, IIA, and IIIA

animals were intraperitoneally (i.p.)

injected with cyclophosphamide

(100 mg/kg) two days before

inoculation of B-78 (group IA; n=7),

B-78/IL-6 (group IIA; n=7) and 

B-78/H6 (group IIIA; n=7) melanoma

cells (s.c.; 5x105 cells). In the

experimental groups IB (n=7), IIB

(n=7) and IIIB (n=7) combined

treatment of B-78, B-78/IL-6 

and B-78/H6 (respectively; s.c.; 

5x105 cells) and cyclophosphamide 

(500 mg/kg; i.p., two days before

inoculation of B-78 cells) was

applied. We evaluated the kinetics of

the tumor growth, mean survival time

of the animals and immune

response. The non-specific (NK

cells) immunotoxicity as well as

Th1/Th2 and Tc1/Tc2 shift were

analyzed by flow cytometry. 

RReessuullttss:: The kinetics of the tumor

growth study revealed significantly

important inhibition of tumor growth

in group III mice (day 35, <20 cm3)

treated with B-78/H6 mono-therapy.

Application of combined B-78/IL-6

and B-78/H6 with cyclophosphamide

(100 mg/kg; group IIIA) treatment

resulted in significant extension of the

survival and tumor growth inhibition. 

Flow cytometric analysis of the

non-specific cytotoxicity showed no

significant difference between control

and experimental groups as well as

in the Th1/Th2 and Tc1/Tc2 ratios. 

CCoonncclluussiioonnss:: Application of low

doses of cyclophosphamide resulted

in inhibition of the potency of tumor

to grow in vivo. 

Key words: cyclophosphamide,

gene therapy, melanoma malignum. 
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Tab. 1. Zestawienie grup zwierz¹t oraz zastosowana terapia genetycznie modyfikowanymi IL-6 
i hyper-IL-6 komórkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem. Grupy kontrolne stanowi³y
zwierzêta, które otrzyma³y PBS
Table 1. Experimental groups and treatment with IL-6 and hyper-IL-6 gene modified B-78 melanoma
cells and cyclophosphamide. Control groups I, II, and III received PBS instead of cyclophosphamide 

GGrruuppyy KKoommóórrkkii KKoommóórrkkii KKoommóórrkkii PPBBSS  CCYYKKLLOOFFOOSSFFAAMMIIDD
ddooœœwwiiaaddcczzaallnnee BB--7788  BB--7788//IILL--66  BB--7788//HH--66  110000  µµll ((ii..pp..))

((ss..cc..)) ((ss..cc..)) ((ss..cc..)) ((ii..pp..))
110000  mmgg//kkgg 550000  mmgg//kkgg

Grupa I (n=7) + – – + – –

Grupa II (n=7) – + – + – –

Grupa III (n=7) – – + + – –

Grupa IA (n=7) + – – – + –

Grupa IIA (n=7) – + – – +

Grupa IIIA (n=7) – – + – +

Grupa IB (n=7) + – – – – +

Grupa IIB (n=7) – + – – – +

Grupa IIIB (n=7) – – + – – +
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– Gradisol – Polfa, Kutno) po za-
szczepieniu wyjœciowymi i genetycz-
nie modyfikowanymi IL-6 i H-6 ko-
mórkami B-78. Po 4–6-godzinnej in-
kubacji (37oC w atmosferze 5 proc.
CO2 w powietrzu), dokonano pomia-
ru cytotoksycznoœci, w której ocenia-
no nastêpuj¹ce populacje komórko-
we: 1) YAC-1/GFP, 2) YAC-1/IP, 3)
YAC-1/GFP/IP. Z procentowej warto-
œci regionów analitycznych oblicza-
no aktywnoœæ cytotoksyczn¹ komó-
rek efektorowych NK za pomoc¹
poni¿szego wzoru: 

B1+B2
———— x 100 = A%, gdzie 
100-B3

A – aktywnoœæ cytotoksyczna, 

B1 – komórki GFP-/PI+ – komórki doce-

lowe YAC-1 z czêœciowo uszko-

dzon¹ b³on¹ komórkow¹, 

B2 – komórki GFP+/PI+ – zniszczone

komórki docelowe YAC-1, 

B3 – komórki niewyznakowane, 

B4 – komórki docelowe YAC-1 nieusz-

kodzone. 

Analizowano co najmniej 10 tys.
komórek. Prawid³owe parametry dys-
kryminatora umo¿liwi³y eliminacjê frag-
mentów komórek i zanieczyszczeñ.

Cytofluorymetryczna ocena ekspresji
cytokin wewnątrzkomórkowych:
profile Th1/Th2 i Tc1/Tc2

W celu cytofluorometrycznej oce-
ny profilu subpopulacji limfocytów
Th1, Th2 oraz Tc1 i Tc2 wykorzysta-
no metodê opisan¹ wczeœniej [20]
z modyfikacjami. W skrócie, œwie¿o
izolowane splenocyty od myszy, im-
munizowanych GMTV: B-78, B-
78/IL-6 i B-78/H6 w kombinacji
z cyklofosfamidem oraz grupy kon-
trolnej (bez cyklofosfamidu) by³y in-
kubowane z PMA (50 ng/ml) i jono-
forem A23187 (1 ug/ml) w obecno-
œci monoenzyny 2 µM przez
4 godz. Po 2-krotnym p³ukaniu, ko-
mórki by³y znakowane przeciwcia-
³em przeciwko limfocytom CD4+
(FITC) i CD8+ (FITC) przez 30 min,
utrwalone buforem CytoFix/Cyto-
Perm, permeabilizowane buforem

Perm/Wash i znakowane przeciwcia-
³em przeciwko mysiemu IFN-γ (PE)
i IL-4 (PE). Oceniano jednoczesn¹
ekspresjê IFN-γ w splenocytach
CD4+ i CD8+ (subpopulacje Th1
i Tc1 odpowiednio) oraz IL-4 w ko-
mórkach CD4+ i CD8+ (subpopu-
lacje Th2 i Tc2 odpowiednio). Ana-
lizê cytometryczn¹ wykonano za po-
moc¹ cytometru przep³ywowego
EPICS (Coulter), wykorzystuj¹c pro-
tokó³ Software II. 

WYNIKI 

Dynamika wzrostu guza 
i średni czas przeżycia zwierząt

Œredni czas prze¿ycia zwierz¹t
zaszczepionych wyjœciowymi komór-
kami B-78 wyniós³ 5 tyg. Podanie
cyklofosfamidu zwierzêtom tej grupy
spowodowa³o wyd³u¿enie œredniego
czasu prze¿ycia. Wstrzykniêcie ko-
mórek B78/IL6 spowodowa³o istotne
przed³u¿enie czasu prze¿ycia (>60
dni, 60 proc. zwierz¹t). Dostarczenie
komórek B78/IL-6 oraz B-78/H6
w kombinacji z CYC (100 mg/kg
m.c.) istotnie wyd³u¿y³o czas prze-
¿ycia myszy (>60 dni, 100 proc.
zwierz¹t; >60 dni, 100 proc. zwie-
rz¹t, odpowiednio). Zastosowanie
CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(grupa IB–IIIB) spowodowa³o gwa³-
towne skrócenie czasu prze¿ycia
zwierz¹t do 1–3 tyg., co sugeruje
wyst¹pienie toksycznych skutków
ubocznych zwi¹zanych z u¿yt¹
dawk¹ CYC (ryc. 1.). 

Najwiêksz¹ dynamikê wzrostu gu-
za zaobserwowano w grupie zwie-
rz¹t, którym podano dzikie komórki
B78 (dzieñ 35., >40 cm). Dostarcze-
nie myszom CYC w dawce 100
mg/kg m.c. (grupa IA) nie spowodo-
wa³o istotnych zmian w zahamowa-
niu wzrostu guza. Nie oceniano wzro-
stu guza w grupach IB, IIB i IIIB ze
wzglêdu na krótki czas prze¿ycia
myszy po zastosowaniu dawki CYC
500 mg/kg m.c. Dynamika wzrostu
guza w grupie myszy zaszczepio-
nych komórkami B-78/IL-6 (grupa II)
by³a ni¿sza (dzieñ 35., <15 cm3)
w porównaniu z grup¹ myszy, któ-
rym podano wyjœciowe komórki 

B-78, a dostarczenie cyklofosfami-
du w dawce 100 mg/kg m.c. (gru-
pa IIA) istotnie zmniejszy³o dynami-
kê wzrostu guza (dzieñ 35., <10
cm3) w porównaniu z grup¹ II. Ob-
jêtoœæ guza u myszy zaszczepio-
nych komórkami B-78/H6 by³a istot-
nie mniejsza (dzieñ 35., <20 cm3)
w porównaniu z grup¹ kontroln¹
(grupa I). Kombinowana terapia 
B-78/H6 i CYC (100 mg/kg m.c.
grupa IIIA) spowodowa³a istotne
statystycznie zahamowanie dynami-
ki wzrostu guza (ryc. 2.). 

Cytofluorometryczna ocena 
cytotoksyczności komórek NK 

Zastosowanie kombinowanej te-
rapii GMTV z CYC [B78/IL-6
i B78/H6 + 100 mg/kg m.c. (grupy
IIA, IIIA odpowiednio) nie mia³a
wp³ywu na istotnoœæ ró¿nic pozio-
mu nieswoistej cytotoksycznoœci lim-
focytów NK izolowanych z krwi ob-
wodowej (ryc. 3.). Ze wzglêdu na
krótki czas prze¿ycia zwierz¹t, któ-
rym podano wyjœciowe i modyfiko-
wane genetycznie komórki B-78
oraz CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(Grupy IB, IIB, IIIB) nie oceniano
poziomu nieswoistej cytotoksyczno-
œci obwodowych komórek NK. 

Ryc. 1. Analiza wewn¹trzkomórkowej ekspresji
EGFP w docelowych komórkach YAC-1, po
selekcji G418 (500 µg/ml) wykaza³a >97 proc.
pozytywnych komórek YAC-1/EGFP w zawiesinie
Fig. 1. Fluorescence analysis of the EGFP –
reporter gene expression into YAC-1 target cell
line revealed >97% of positive YAC-1/EGFP cells
in the culture
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Stosunek limfocytów Th1/Th2 i Tc1/Tc2 
W grupach myszy, które zaszcze-

piono komórkami B-78/IL-6 zaobser-
wowano podwy¿szony stosunek
subpopulacji limfocytów Th1/Th2

(1,69), natomiast w grupie zwierz¹t
zaszczepionych komórkami B-78/H6
stosunek ten wyniós³ 1,44. 

Zastosowanie w kombinowanej

terapii niskiej dawki CYC 100

mg/kg m.c. z komórkami B-78/IL-6
i B-78/H6 nie wp³ynê³o istotnie na
zmianê stosunku limfocytów Th1/Th2
i Tc1/Tc2 w badanych grupach (tab.
2.). Ze wzglêdu na krótki czas
prze¿ycia zwierz¹t w grupach, któ-
rym podano wyjœciowe i modyfiko-
wane genetycznie komórki B-78
oraz CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(grupy IB, IIB, IIIB) nie oceniano
stosunku subpopulacji limfocytów 
T: Th1/Th2 oraz Tc1/Tc2. 

DYSKUSJA

Zidentyfikowanie i sklonowanie
genów koduj¹cych cytokiny immu-
nostymuluj¹ce (IL-2, IL-6, IL-7, 
IL-12, IFNγ), cz¹steczki kostymulu-
j¹ce (B7.1, B7.2), cz¹steczki ad-
hezyjne, chemokiny, czy antygeny
zgodnoœci tkankowej (MHC) umo¿-
liwi³o stworzenie genetycznie mo-
dyfikowanych szczepionek komór-
kowych (GMTV). Czynniki immuno-
stymuluj¹ce kodowane przez
transgeny i produkowane przez ko-
mórki GMTV nie tylko aktywuj¹ na
drodze parakrynowej komórki uk³a-
du immunologicznego, ale dodat-
kowo zwiêkszaj¹ immunogennoœæ
samych komórek GMTV, poprzez
modyfikacjê ich fenotypu (wzrost
MHC klasy I i II) [21]. 

Wczeœniejsze doniesienia literatu-
rowe wykaza³y, ¿e wprowadzenie
genu dla IL-6 do komórek nowotwo-
rowych ró¿nego pochodzenia hamo-
wa³o rozwój guza, obni¿a³o jego po-
tencjê formowania przerzutów oraz
nasila³o swoist¹ aktywacjê efektoro-
wych komórek cytotoksycznych
[22–25]. Transdukcja komórek my-
siego w³ókniakomiêsaka genem dla
IL-6 znacz¹co zredukowa³a wzrost
guza poprzez aktywacjê mechaniz-
mów immunologicznych zale¿nych
od komórek T [26]. W modelu od-
rzucania mysiego raka p³uc Lewisa
insercja cDNA dla IL-6 stymulowa-
³a d³ugotrwa³¹ odpowiedŸ immuno-
logiczn¹, anga¿uj¹c¹ swoiste klony
cytotoksycznych komórek T CD8
oraz komórki NK. Wykazano ponad-
to, ¿e indukcja odpowiedzi nie za-
le¿y od subpopulacji limfocytów T
CD4+ [27]. 

Ryc. 2. Œredni czas prze¿ycia zwierz¹t zaszczepionych genetycznie modyfikowanymi IL-6 i hyper-IL-6
komórkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem. Obserwacje prowadzono od czasu inokulacji
wyjœciowych i modyfikowanych genetycznie komórek czerniakowych w 7-dniowych interwa³ach 
Fig. 2. Mean survival time of mice vaccinated with IL-6 and hyper-IL-6 gene modified B-78 melanoma
cells and cyclophosphamide. Observations were performed at 7-day intervals post-inoculation of
the wild type and gene modified tumor cells
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Ryc. 3. Kinetyka wzrostu guza u myszy zaszczepionych genetycznie modyfikowanymi IL-6 i hyper-IL-6
komórkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem
Fig. 3. Kinetics of the tumor growth in mice vaccinated with IL-6 and hyper-IL-6 gene modified B-78
melanoma cells and cyclophosphamide
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Tab. 2. Wartoœci stosunków subpopulacji limfocytów Th1/Th2 oraz Tc1/Tc2 w splenocytach izolowanych
z myszy poddanych mono- i kombinowanej terapii za pomoc¹ genetycznie modyfikowanych IL-6 
i hyper-IL-6 komórkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem
Table 2. Ratios of Th1/Th2 and Tc1/Tc2 T-cell subpopulations after vaccination with IL-6 and hyper-IL-6
gene modified B-78 melanoma cells and cyclophosphamide
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TThh11//TThh22 TTcc11//TTcc22 TThh11//TThh22 TTcc11//TTcc22

B-78      5x105 s.c. 1,07  0,97  1,09 1,12

B-78/IL-6  5x105 s.c. 1,69 1,1 1,35 1,3

B-78/H6   5x105 s.c. 1,44 1,08 1,16 1,25
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W naszych wczeœniejszych do-
œwiadczeniach wykazano, ¿e pod-
skórne zaszczepienie myszy gene-
tycznie modyfikowanymi IL-6 s³abo
immunogennymi komórkami mysie-
go czerniaka B-78 istotnie wyd³u-
¿y³o czas prze¿ycia myszy, hamo-
wa³o rozwój guza oraz indukowa³o
swoist¹, efektywn¹ odpowiedŸ prze-
ciwczerniakow¹ zale¿n¹ od komórek
CD4+. Wykazano równie¿, ¿e efek-
tywnoœæ immunoterapii znacz¹co
wzros³a, gdy zwierzêta zaszczepiono
mieszanin¹ komórek B-78/IL-6 i ko-
mórek transdukowanych cDNA kodu-
j¹cym sIL-6R. Fluorocytometryczna
analiza splenocytów izolowanych ze
zwierz¹t, którym dostarczono kombi-
nacjê komórek B78-/IL-6+B-78/sIL6-R
wykaza³a podwy¿szon¹ ekspresjê
cytokin wewn¹trzkomórkowych cha-
rakterystycznych dla subpopulacji
komórek Th1 [15, 28, manuskrypt].
Ponadto, dziêki zastosowaniu dwu-
cistronowych wektorów retrowiruso-
wych podwójnej kopii (DCCMV), za-
wieraj¹cych sekwencjê IRES, uzyska-
no wysok¹ i stabiln¹ ekspresjê
produktów transgenów IL-6 i sIL-6Rn
zarówno na poziomie swoistego RNA,
jak i funkcjonalnego bia³ka. Warunko-
wa³o to efektywn¹ stymulacjê subpo-
pulacji limfocytów T gospodarza oraz
indukcjê swoistej i nieswoistej odpo-
wiedzi przeciwczerniakowej [29–31]. 

W przedstawionej pracy doko-
nano oceny wp³ywu cyklofosfami-
du na zahamowanie tumorogenno-
œci genetycznie modyfikowanych
IL-6 i H-6 komórek mysiego czer-
niaka oraz dynamiki wzrostu guza
in vivo. W tym celu zastosowano
wyjœciowe i genetycznie modyfiko-
wane IL-6 i H-6 komórki linii usta-
lonej mysiego czerniaka B-78, któ-
rymi zaszczepiono myszy w kom-
binacji z PBS (kontrola) i CYC.
Wykorzystanie policistronowego
noœnika docelowych genów, wek-
tora DCCMV, zapewni³o wysok¹
i d³ugotrwa³¹ ekspresjê transgenów
na poziomie swoistego RNA oraz
produkowanej interleukiny-6 oraz
bia³ka fuzyjnego H-6. H-6 jest hete-
rodimerem, sk³adaj¹cym siê z IL-6

oraz rozpuszczalnego receptora
dla IL-6, po³¹czonych elastycznym
³¹cznikiem polipeptydowym [32].
Wykazano, ¿e bia³ko fuzyjne H-6
jest 10–1 000 razy aktywniejsze
ni¿ kompleks pojedynczych bia³ek
IL-6 + sIL-6R oraz, ¿e jego okres
pó³trwania w surowicy jest znacz¹-
co d³u¿szy, ze wzglêdu na zaha-
mowanie internalizacji w komór-
kach docelowych [33]. Dowiedzio-
no równie¿ wysok¹ aktywnoœæ
proliferacyjn¹ H-6 w stosunku do
komórek hematopoetycznych szpi-
ku oraz innych gp 130+ populacji
komórkowych [34]. 

Stosunkowo niewiele wiadomo na
temat aktywnoœci przeciwnowotwo-
rowej bia³ka hyper-IL-6. Wczeœniej-
sza praca Ozbeka i wsp. wykaza-
³a, ¿e chimeryczne bia³ko H-6 mo-
¿e nasilaæ przeciwczerniakow¹
odpowiedŸ immunologiczn¹ [35].
Podane podskórnie myszom
C57BL/6 genetycznie modyfikowa-
ne genem H6 komórki mysiego
czerniaka B16 zosta³y ca³kowicie
odrzucone. Zaszczepienie myszy

transgenicznych FVB/BL/6 (sta³a
ekspresja antagonisty dla recepto-
ra dla GM-CSF) komórkami B16/H6
doprowadzi³o tylko do czêœciowej
eliminacji guza oraz zahamowania
formowania przerzutów, co sugeru-
je udzia³, zale¿nych od GM-CSF
wyspecjalizowanych komórek pre-
zentuj¹cych antygen. 

Przedstawione w pracy wyniki
œredniego czasu prze¿ycia zwierz¹t
wykaza³y, ¿e zaszczepienie myszy
genetycznie modyfikowanymi komór-
kami B-78/H6 istotnie przed³u¿y³o
czas prze¿ycia w porównaniu z gru-
p¹ kontroln¹ (B-78+PBS), a tak¿e
z myszami, którym dostarczono ko-
mórki B-78/IL-6. Zastosowanie ni-
skich dawek cyklofosfamidu w kom-
binowanej terapii z komórkami 
B-78/IL-6 lub B-78/H6 doprowadzi³o
do wyd³u¿enia œredniego czasu
prze¿ycia zwierz¹t >60 dni u 100
proc. zwierz¹t. Ponadto wstrzykniê-
cie myszom komórek B-78/IL-6 lub
B-78/IL-H6 oraz dostarczenie cyklo-
fosfamidu istotnie zahamowa³o dyna-
mikê wzrostu czerniaka u badanych

Ryc. 4. Cytotoksycznoœæ nieswoista komórek NK izolowanych z krwi obwodowej myszy zaszczepionych
wyjœciowymi i genetycznie modyfikowanymi komórkami mysiego czerniaka B-78/IL-6 i B-78/H6 oraz
cyklofosfamidem (100 mg/kg m.c.)
Fig. 4. Non-specific cytotoxicity of the peripheral blood NK to YAC-1/EGFP cells isolated from control
mice and  injected with gene modified B-78/IL-6 and B-78/H-IL-6 cells and cyclophosphamide
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zwierz¹t, w porównaniu z grupami,
w których podano GMTV modyfiko-
wane B-78/IL-6 i B-78/H6. W œwietle
doniesieñ literaturowych dwa nieza-
le¿ne mechanizmy mog¹ byæ zaan-
ga¿owane w zahamowanie tumoro-
gennoœci. Pierwszy jest prawdopo-
dobnie oparty na bezpoœredniej
inhibicji aktywnoœci proliferacycjnej
komórek mysiego czerniaka [36, 37],
drugi na zablokowaniu przez CYC
aktywnoœci subpopulacji limfocytów
CD4+/CD25+, którym przypisuje siê
funkcjê immunosupresyjn¹, promuj¹-
c¹ wzrost nowotworu [38, 39]. Nie-
wielkie ró¿nice w kinetyce wzrostu
guza pomiêdzy myszami zaszczepio-
nymi wyjœciowymi komórkami 
B-78+PBS i B-78+100 mg/kg mc
CYC wskazuj¹ raczej na udzia³ dru-
giego z wymienionych mechanizmów. 

Liczne badania wskazuj¹ na
istotne znaczenie profilu uwalnia-
nych cytokin na polaryzacjê odpo-
wiedzi przeciwczerniakowej, szcze-
gólnie w czasie prezentacji anty-
genu efektorowym komórkom T
[40–42]. IL-6 uwa¿ana jest za je-
den z najwa¿niejszych immunomo-
dulatorów reguluj¹cych orientacjê
odpowiedzi immunologicznej po-
przez indukcjê efektorowych komó-
rek Th1 lub Th2. Dowiedziono, ¿e
IL-6 indukowa³a ró¿nicowanie na-
iwnych limfocytów T CD4+ w kie-
runku komórek efektorowych Th2
oraz silnie hamowa³a zale¿n¹ od
IL-12 polaryzacjê odpowiedzi im-
munologicznej w kierunku Th1 [43,
44]. Rola hyper-IL-6 w polaryzacji
odpowiedzi przeciwczerniakowej
jest jak dot¹d nieznana. W naszych
badaniach wykazano, ¿e zaszcze-
pienie zwierz¹t GMTV-B-78/IL-6
oraz GMTV-B-78/H6 przesunê³o pro-
fil odpowiedzi przeciwczerniakowej
w kierunku efektorowych komórek
Th1 (GMTV-B-78/IL-6 – Th1: Th2 –
1,69; GMTV-B-78/H6-Th1: Th2 –
1,44). Z kolei zastosowanie kombi-
nowanej, adoptywnej immunoche-
mioterapii indukowa³o ró¿nicowanie
komórek efektorowych w kierunku
limfocytów cytotoksycznych typu I.
Analiza ekspresji wewn¹trzkomórko-

wych cytokin w grupie myszy za-
szczepionych komórkami B-78/IL-6
oraz B-78/H6 oraz cyklofosfamidem
wykaza³a przesuniêcie profilu sub-
populacji limfocytów komórek T
w kierunku efektorowych komórek
cytotoksycznych Tc1 (B-78/IL-6 –
Tc1: Tc2 – 1,3; B-78/H6 – 1,25 od-
powiednio). Jest to zgodne z wcze-
œniejszymi obserwacjami Chamoto
i wsp. [45], którzy wykazali, ¿e za-
stosowanie CYC w adoptywnej im-
munoterapii z u¿yciem izolowanych
subpopulacji limfocytów Th1 nasi-
li³o eradykacjê komórek ch³oniaka
A20 poprzez polaryzacjê odpowie-
dzi w kierunku komórek efektoro-
wych Th1/Tc1. 

Wyniki naszych badañ potwier-
dzaj¹ przydatnoœæ kombinowanej
immunoterapii z cyklofosfamidem
w celu obni¿enia tumorogennoœci
czerniaka. Dalsze badania powin-
ny wyjaœniæ swoiste mechanizmy
odpowiedzialne za zahamowanie
wzrostu guza w mysim modelu od-
rzucania czerniaka, a tak¿e scha-
rakteryzowaæ swoiste subpopulacje
komórkowe, bior¹ce w nich udzia³.
Szczególn¹ uwagê nale¿y poœwiê-
ciæ wp³ywowi H-6 na proliferacjê
i kierunkowe ró¿nicowanie komórek
macierzystych i progenitorowych
szpiku w subpopulacje komórkowe
mog¹ce mieæ kluczowy wp³yw na
organizacjê przeciwczerniakowej
odpowiedzi immunologicznej. 
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