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Cel: Celem pracy byta ocena wptywu
cyklofosfamidu (CYC) na wzrost ko-
morek czerniaka, genetycznie mody-
fikowanych cDNA dla interleukiny-6
(IL-6) i Hyper-IL-6 (H6) in vivo.
Materiat i metody: W badaniach wy-
korzystano 6-tygodniowe myszy chi-
meryczne C57/BL6xC3H (samice,
F1), ktdrym podano podskdrnie ko-
morki ustalonej linii mysiego czernia-
ka B-78, modyfikowane genetycznie
cDNA kodujacym IL-6 (B-78/IL-6)
i hybrydowe biatko fuzyjne H-6
(B-78/H-6). Myszom z grupy kontrol-
nej (grupa I; n=7) wstrzyknieto wyj-
Sciowe komorki B-78 oraz dootrzew-
nowo 100 ul PBS; myszy z grupy Il
(n=7) Zzaszczepiono komdrkami
B-78/IL-6+100 ul PBS, a z grupy Il
(n=7) komérkami B-78/H-6+100 ul
PBS. Grupy doswiadczalne podzie-
lone zostaty na podgrupy IA-IIIA
oraz IB-IlIB (tab. 1.). Myszy z grup
IA-IIIA (n=21) oraz z grup IB-IIIB
(n=21) otrzymaty dootrzewnowo
100 ul cyclofostamidu (odpowiednio,
100 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c.),
2 dni przed zaszczepieniem wyjscio-
wych i modyfikowanych genetycznie
cDNA dla IL-6 i H-6 komdrek B-78.
Oceniano dynamike wzrostu guza
(co 7 dni od zaszczepienia) oraz
Sredni czas przezycia zwierzat. Ana-
lizowano ponadto cytotoksycznosc
komdrek NK oraz profil subpopula-
cji limfocytow Th1/Th2 oraz Tc1/Ic2
w krwi obwodowey.

Wyniki: Wielkos¢ guza u myszy za-
szczepionych komdrkami B-78/H-6
(grupa lll) byta istotnie mniejsza
(dzieri 35., >20 cm®) w porownaniu
Z grupg kontrolng (grupa 1). Kombi-
nowana terapia B-78/H-6 i CYC (100
mg/kg m.c.,; grupa IllA) nie spowo-
dowata istotnych statystycznie zmian
w dynamice wzrostu guza.
Najdtuzsze srednie przezycia (>100
dni, 57 proc.) notowano w grupie
zwierzat, ktorym podano CYC
w dawce 100 mg/kg m. c. | zaszcze-
piono komdrkami B-78/H-6.
Zastosowanie kombinowanej terapii
GMTV z CYC [B-78/IL-6 | B-78/H-6 +
100 mg/kg m.c. (grupy lIA, llIA od-
powiednio)] nie spowodowato zna-
miennych roznic w poziomie nieswo-
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Wykaz skrétéw uzywanych w pracy

B-78 — ustalona linia komorek czernia-
ka mysiego;

CD - (cluster of differentiation) — grupa
roznicowania;

CTL - (cytotoxic T-lymphocyte) — cy-
totoksyczne limfocyty T,

CYC - cyklofosfamid;

DMEM - Dulbeccos Modified Eagle’s Me-
diurm;

EGFP — Enhanced Green Fluorescent Pro-
tein;

FCS - Fetal Calf Serum;

GMTV - (gene modified tumor vaccine) —
genetycznie modyfikowana szcze-
pionka komadrkowa;

H6 — Hyper-IL-6;
IL — interleuking;
i.p. — (intraperitoneally) — dootrzewnowo;
MHC - (Major Histocompatibility Complex)
— gtéwny uktad zgodnosci tkan-
kowej;
NK — (natural killer) limfocyty NK;
s.C. — (subcutaneously) — podskornie;

sIL-6R — rozpuszczalny receptor dla IL-6;

TGFB - (Transforming Growth Factor B) —
czynnik transformujacy wzrost no-
wotworu f3.

WSTEP

Pomimo stosowania klasycznych
form mono- i politerapii czerniaka
ztosliwego, obejmujgcych chirurgicz-
ng cytoredukcje, chemioterapie oraz
radioterapie, nie osiggnieto istotnych

statystycznie zmian w odsetku uzys-
kanych remisji i poprawie przezycia
chorych [1]. Opracowanie skutecz-
nej strategii terapeutycznej, prowa-
dzacej do wzmocnienia swoistej od-
powiedzi przeciwczerniakowej, jest
najbardziej pozadanym celem wspot-
czesnej onkologii.

Cyklofosfamid (CYC) jest jednym
z najczesciej stosowanych lekow
w terapii nowotworow. Ma on naj-
szerszy zakres dziatania przeciwno-
wotworowego wsrod srodkdéw alkilu-
jacych oraz stosunkowo niskg tok-
sycznos¢. Stosowany jest w terapii
biataczek, chtoniakéw, raka oskrzeli,
ptuc, zotadka, sutka, jajnika, jadra.
Uzywany jest réwniez w transplanto-
logii oraz w leczeniu niektorych cho-
rob o podtozu autoimmunologicznym
[2-6]. Opisano wiele mechanizmdw
dziatania cyklofosfamidu, zaréwno
w badaniach na modelu zwierzecym,
jak i probach Klinicznych [7-11]. Jed-
nym z najwazniejszych jest nasilenie
odpowiedzi przeciwnowotworowej po-
przez nieswoiste blokowanie subpo-
pulacji supresorowych/regulatorowych
limfocytow T (CD4+CD25+) zaréwno
w modelu in vitro, jak i in vivo [12].
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istej cytotoksycznosci komorek NK
oraz profilu subpopulacji Th1/Th2
oraz Tc1/Tc2.

Whioski: Zastosowanie niskich da-
wek CYC hamuje potencjat tumoro-
genny genetycznie modyfikowanych
IL-6 | Hyper-IL-6 komdrek mysiego
czerniaka in vitro.

Stowa kluczowe: cyklofosfamid, te-
rapia genowa, czerniak ztosliwy.

Komorki T CD4+CD25+, poprzez
synteze i uwalnianie interleukiny-4
(IL-4), interleukiny-10 (IL-10) oraz
TGF-beta, odpowiedzialne sg za po-
wstanie  stanu  immunosupres;ji
i ucieczke komorek rakowych spod
nadzoru immunologicznego [13]. Ak-
tywnos¢ biomodulacyjna cyklofosfa-
midu znalazta szczegdlne zastoso-
wanie w kombinowanej terapii czer-
niaka ztosliwego. Zastosowanie
cyklofosfamidu w terapii ztozonej
z genetycznie modyfikowanych ge-
nem dla IL-2 komorek linii ustalonej
mysiego czerniaka B-16 oraz niewiel-
kimi dawkami IL-1 wydtuzyto czas
przezycia zwierzat oraz zredukowato
odlegte przerzuty czerniaka w ptu-
cach [14]. Badacze sugerowali, ze
wykorzystanie niewielkich dawek
CYC przed immunizacjg genetycznie
modyfikowang szczepionkg przeciw-
nowotworowg (GMTV) doprowadzito
do zahamowania aktywnosci komo-
rek CD4+/CD25+ oraz wzrostu efek-
tywnosci cytotoksycznej komorek NK
i CTL. W klinicznych prébach terapii
czerniaka uzycie CYC wraz z auto-
logicznymi komaorkami czerniakowy-
mi, allogenicznym lizatem komorek
czerniaka (Melacine) czy poliwalent-
nym immunogenem (fragmenty auto-
lub allogenicznych bton komdrko-
wych skonjugowane z silikonowymi
lub lateksowymi czgsteczkami) wy-
dtuzyto czas przezycia chorych na
zaawansowanego czerniaka. Efekt
dziatania CYC w tym modelu pole-
gat raczej na zahamowaniu supreso-
rowej funkcji subpopulacji limfocytéw
T o fenotypie CD4+/CD25+, a nie na
bezposredniej aktywnosci przeciwno-
wotworowej [13].

Stosunkowo nieliczne dane litera-
turowe dotyczgce zastosowania
CYC w celu podniesienia efektyw-
nosci terapii nowotworéw wykorzy-
stujgcej GMTV, potwierdzajg jego
doswiadczalng i kliniczng wartosc
jako czynnika immunomodulaciji
przeciwnowotworowej. Jednak me-
chanizmy jego dziatania nie sg do-
ktadnie poznane.

Wczedniejsze badania, przepro-
wadzone w Zaktadzie Immunologii
Nowotworéw Akademii Medycznej
w Poznaniu wykazaty, ze immunizo-

wanie myszy genetycznie modyfiko-
wanymi IL-6 i rozpuszczalnym recep-
torem dla IL-6 (sIL-6R) komdrkami li-
nii ustalonej mysiego czerniaka,
B-78 zahamowato wzrost guza, prze-
dtuzyto czas przezycia zwierzat oraz
indukowato swoiste, efektorowe me-
chanizmy obronne [15, manuskrypt].
Ponadto zastosowanie mieszaniny
komorek B-78 transdukowanych IL-6
i sIL-R nasilito przeciwnowotworowy
efekt GMTV.

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

MATERIAL | METODY

Konstrukcja wektorow
retrowirusowych oraz transdukcja
komorek docelowych

Do badan wykorzystano stabo im-
munogenng ustalong linie komoérek
mysiego czerniaka B-78 (podtyp ko-
morek B-16), ktérg utrzymywano
w hodowli jednowarstwowej w po-
zywce DMEM (GIBCO, Edmonton,
Canada), wzbogaconej Glutamax
| (GIBCO), 10 proc. v/iv FCS GIBCO)
w 37°C, 5 proc. CO, w powietrzu.
Docelowe komorki B-78 transduko-
wano retrowirusowym wektorem dwu-
cistronowym podwajnej kopii niosg-
cym cDNA ludzkiej IL-6 oraz H-6
(otrzymane od prof. Stefana Rose-
John), jak opisano wczesniej [16-18].
Wysoka ekspresja swoistego RNA
dla IL-6 oraz H-6 zostata potwierdzo-
na w pozytywnie wyselekcjonowa-
nych komodrkach B-78 analizg Nor-
thern blot, a obecnos¢ syntetyzowa-
nego biatka IL-6 i H6 zostata
potwierdzona testem ELISA (Genzy-
me, Cambridge, MA i R&D, Mine-
apolis, MN odpowiednio). Transduko-
wane komorki B-78-H1-IL-6 produko-
waty 12,4 ng/10° komorek/24 godz.
IL-6, a komorki B-78/H6 produkowa-
ty 14,1 ng/10° komorek/24 godz. biat-
ka fuzyjnego H-6 (wg oceny slL-6R)
(dane nieprzedstawione).

W testach cytotoksycznosci nie-
swoistej zastosowano docelowe dla
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Background: The study was aimed
at evaluating the effect of cyclo-
phosphamide on the melanogenesis
of the IL-6 and hyper-IL-6 gene
modlified murine melanoma cells.
Animals and Experimental Design:
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 IlI;
n=7) gene modified B-78 murine
melanoma cells (5x10° cells). In the
experimental groups IA, lIA, and IlIA
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 [IA; n=7) and
B-78/H6 (group IlIA; n=7) melanoma
cells (s.c.; 5x10° cells). In the
experimental groups IB (n=7), IIB
(n=7) and IlIB (n=7) combined
treatment of B-78, B-78/IL-6
and B-78/H6 (respectively; s.c.;
5x10° 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.
Results: The kinetics of the tumor
growth study revealed significantly
important inhibition of tumor growth
in group Ill mice (day 35, <20 cn?)
treated with B-78/H6 mono-therapy.
Application of combined B-78/IL-6
and B-78/H6 with cyclophosphamide
(100 mg/kg; group IlIA) 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 Tc1/1c2 ratios.
Conclusions: 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.

mysich limfocytéow NK komorki
YAC-1 (ATCC), genetycznie modyfi-
kowane cDNA, kodujgcym biatko
wskaznikowe EGFP. Konstrukcje dwu-
cistronowego wektora ekspresyjnego
PMINV-EGFP, transdukcje komdrek
docelowych YAC-1 oraz selekcje po-
zytywnych klonéw YAC-1/EGFP wy-
konano zgodnie z metodg opisang
wczesniej [19]. Wewnatrzcytoplazma-
tyczng ekspresje EGFP potwierdzo-
no w mikroskopie fluorescencyjnym
(Olympus IX70, Japonia).

Hodowla zwierzat
I model doswiadczalny

W badaniach wykorzystano 6-ty-
godniowe myszy chimeryczne
C57/BL6XC3H (samice, F1, Instytut
Immunologii Doswiadczalnej im.
Hirszfelda, Wroctaw). Hodowle pro-
wadzono w zwierzetarni Zaktadu
Toksykologii Akademii Medycznej
w Poznaniu. Zwierzeta zostaty pod-
skornie zaszczepione komorkami
wyjsciowymi (5x10°) linii ustalonej
mysiego czerniaka B-78 oraz mo-
dyfikowanymi genetycznie cDNA
kodujacym interleukine-6 (B-78/IL-6)
i hybrydowe biatko fuzyjne Hyper-
IL-6 (B-78/H6). Kontrolng grupe -l
(n=21) stanowity zwierzeta, ktérym

wstrzyknieto wyjsciowe komorki
B-78 (grupa 1) lub genetycznie mo-
dyfikowane komorki B78/IL-6 (gru-
pa Il) i B-78/H6 (grupa Ill). Zwie-
rzetom kontrolnym dootrzewnowo
podano 100 ul PBS. Grupy do-
Swiadczalne podzielone zostaty na
2 podgrupy IA-IIIA i IB-IIIB. Myszy
z grup IA-IIA (n=21) oraz z grup
IB-11IB (n=21) otrzymaty dootrzew-
nowo cyklofosfamid (CYC) (Astra
Medica, Szwajcaria) — 100 mg/kg
m.c. i 500 mg/kg m.c., odpowied-
nio 2 dni przed zaszczepieniem
wyjsciowych i modyfikowanych ge-
netycznie komorek B78 (tab. 1.).
Oceniano $redni czas przezycia zwie-
rzat oraz dynamike wzrostu guza
(ocena co 7 dni od zaszczepienia).

Cytotoksycznos¢ komorek NK

Analiza cytotoksycznosci komorek
NK wobec docelowych komodrek
YAC-1 zostata wykonana w cytome-
trze przeptywowym (EPICS, Coulter)
za pomocg metody opisanej wcze-
$niej [19]. Genetycznie modyfikowa-
ne EGFP komdrki docelowe YAC-1
inkubowano (w obecnosci jodku pro-
pydyny) ze $wiezymi limfocytami izo-
lowanymi z krwi obwodowej zwierzat
w 28. dniu (wirowanie w gradiencie

Tab. 1. Zestawienie grup zwierzat oraz zastosowana terapia genetycznie modyfikowanymi IL-6
i hyper-IL-6 komdrkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem. Grupy kontrolne stanowity

zwierzeta, ktore otrzymaty 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, Il, and Ill received PBS instead of cyclophosphamide

Grupy Komérki Komérki  Komoérki PBS CYKLOFOSFAMID
do$wiadczalne B-78 B-78/IL-6 B-78/H-6 100 pl (i.p.)

(s.c.) (s.c.) (s.c.) (i.p.)

100 mg/kg 500 mg/kg

Grupa | (n=7) + - - o - _
Grupa Il (n=7) - + = + — _
Grupa Il (n=7) - = 2 + — _
Grupa IA (n=7) + - = = + _
Grupa llIA (n=7) - 2+ - _ o
Grupa llIA (n=7) - = + - +
Grupa IB (n=7) + - = = - +
Grupa 1B (n=7) - + - - _ +
Grupa llIB (n=7) - = a* - _ +
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— Gradisol — Polfa, Kutno) po za-
szczepieniu wyjsciowymi i genetycz-
nie modyfikowanymi IL-6 i H-6 ko-
morkami B-78. Po 4-6-godzinnej in-
kubaciji (37°C w atmosferze 5 proc.
CO, w powietrzu), dokonano pomia-
ru cytotoksycznosci, w ktérej ocenia-
no nastepujgce populacje komorko-
we: 1) YAC-1/GFP, 2) YAC-1/IP, 3)
YAC-1/GFP/IP. Z procentowej warto-
Sci regiondw analitycznych oblicza-
no aktywnos¢ cytotoksyczng komo-
rek efektorowych NK za pomocg
ponizszego wzoru:

w x 100 = A%, gdzie

100-B3

A - aktywnos$¢ cytotoksyczna,

B1 — komorki GFP-/Pl+ — komdrki doce-
lowe YAC-1 z czesciowo uszko-
dzong btong komdrkowa,

B2 — komorki GFP+/Pl+ — zniszczone
komorki docelowe YAC-1,

B3 — komorki niewyznakowane,

B4 — komorki docelowe YAC-1 nieusz-
kodzone.

Analizowano co najmniej 10 tys.
komaorek. Prawidtowe parametry dys-
kryminatora umozliwity eliminacje frag-
mentow komorek i zanieczyszczen.

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

W celu cytofluorometrycznej oce-
ny profilu subpopulacji limfocytéw
Th1, Th2 oraz Tc1 i Tc2 wykorzysta-
no metode opisang wczesniej [20]
z modyfikacjami. W skrécie, swiezo
izolowane splenocyty od myszy, im-
munizowanych GMTV: B-78, B-
78/1L-6 1 B-78/H6 w kombinacji
z cyklofosfamidem oraz grupy kon-
trolnej (bez cyklofosfamidu) byty in-
kubowane z PMA (50 ng/ml) i jono-
forem A23187 (1 ug/ml) w obecno-
§ci monoenzyny 2 uM przez
4 godz. Po 2-krotnym ptukaniu, ko-
morki byty znakowane przeciwcia-
tem przeciwko limfocytom CD4+
(FITC) i CD8+ (FITC) przez 30 min,
utrwalone buforem CytoFix/Cyto-
Perm, permeabilizowane buforem

Perm/Wash i znakowane przeciwcia-
tem przeciwko mysiemu IFN-y (PE)
i IL-4 (PE). Oceniano jednoczesng
ekspresje IFN-y w splenocytach
CD4+ i CD8+ (subpopulacje Th1
i Tc1 odpowiednio) oraz IL-4 w ko-
morkach CD4+ i CD8+ (subpopu-
lacje Th2 i Tc2 odpowiednio). Ana-
lize cytometryczng wykonano za po-
mocg cytometru przeptywowego
EPICS (Coulter), wykorzystujgc pro-
tokoét Software 1.

WYNIKI

Dynamika wzrostu guza
i Sredni czas przezycia zwierzat

Sredni czas przezycia zwierzat
zaszczepionych wyjsciowymi komor-
kami B-78 wynidst 5 tyg. Podanie
cyklofosfamidu zwierzetom tej grupy
spowodowato wydtuzenie sredniego
czasu przezycia. Wstrzykniecie ko-
morek B78/IL6 spowodowato istotne
przedtuzenie czasu przezycia (>60
dni, 60 proc. zwierzat). Dostarczenie
komoérek B78/IL-6 oraz B-78/H6
w kombinacji z CYC (100 mg/kg
m.c.) istotnie wydtuzyto czas prze-
zycia myszy (>60 dni, 100 proc.
zwierzat; >60 dni, 100 proc. zwie-
rzat, odpowiednio). Zastosowanie
CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(grupa IB-I1IB) spowodowato gwat-
towne skroécenie czasu przezycia
zwierzat do 1-3 tyg., co sugeruje
wystgpienie toksycznych skutkow
ubocznych zwigzanych z uzytg
dawkg CYC (ryc. 1.).

Najwiekszg dynamike wzrostu gu-
za zaobserwowano w grupie zwie-
rzat, ktérym podano dzikie komorki
B78 (dzien 35., >40 cm). Dostarcze-
nie myszom CYC w dawce 100
mg/kg m.c. (grupa IA) nie spowodo-
wato istotnych zmian w zahamowa-
niu wzrostu guza. Nie oceniano wzro-
stu guza w grupach 1B, lIB i IlIB ze
wzgledu na krotki czas przezycia
myszy po zastosowaniu dawki CYC
500 mg/kg m.c. Dynamika wzrostu
guza w grupie myszy zaszczepio-
nych komadrkami B-78/IL-6 (grupa 1)
byta nizsza (dzien 35., <15 cm?®)
w porownaniu z grupg myszy, kto-
rym podano wyjsciowe komorki

Ryc. 1. Analiza wewnatrzkomdrkowej ekspresji
EGFP w docelowych komdrkach YAC-1, po
selekcji G418 (500 uu/ml) wykazata >97 proc.
pozytywnych komdérek 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

B-78, a dostarczenie cyklofosfami-
du w dawce 100 mg/kg m.c. (gru-
pa IlA) istotnie zmniejszyto dynami-
ke wzrostu guza (dzienn 35., <10
cm?®) w poréwnaniu z grupg Il. Ob-
jetos¢ guza u myszy zaszczepio-
nych komdrkami B-78/H6 byta istot-
nie mniejsza (dzien 35., <20 cm®)
w poréwnaniu z grupg kontrolng
(grupa ). Kombinowana terapia
B-78/H6 i CYC (100 mg/kg m.c.
grupa IlIA) spowodowata istotne
statystycznie zahamowanie dynami-
ki wzrostu guza (ryc. 2.).

Cytofluorometryczna ocena
cytotoksycznosci komérek NK

Zastosowanie kombinowanej te-
rapii GMTV z CYC [B78/IL-6
i B78/H6 + 100 mg/kg m.c. (grupy
[IA, IlIA odpowiednio) nie miata
wptywu na istotnos¢ roznic pozio-
mu nieswoistej cytotoksycznosci lim-
focytow NK izolowanych z krwi ob-
wodowej (ryc. 3.). Ze wzgledu na
krotki czas przezycia zwierzat, kto-
rym podano wyjsciowe i modyfiko-
wane genetycznie komorki B-78
oraz CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(Grupy 1B, 11B, IlIB) nie oceniano
poziomu nieswoistej cytotoksyczno-
sci obwodowych komorek NK.
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mg/kg m.c. z komdrkami B-78/IL-6

i B-78/H6 nie wptyneto istotnie na

12(1 B-78-PBS zmiane stosunku limfocytéw Th1/Th2

100 i q\ l\;\: * B-78/IL-6-PBS i Tc1/Tc2 w badanych grupach (tab.

80 B-78/H6-PBS 2.). Ze wzgledu na krotki czas

B-78+CYC - 100 mg/kg
B-78-/IL-6+CYC — 100 mg/kg
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Ryc. 2. Sredni czas przezycia zwierzat zaszczepionych genetycznie modyfikowanymi IL-6 i hyper-IL-6
komérkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem. Obserwacje prowadzono od czasu inokulacji
wyjsciowych i modyfikowanych genetycznie komdérek czerniakowych w 7-dniowych interwatach

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

—— B-78-PBS
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Ryc. 3. Kinetyka wzrostu guza u myszy zaszczepionych genetycznie modyfikowanymi IL-6 i hyper-IL-6
lkomorkami 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

Tab. 2. Wartosci stosunkéw subpopulaciji limfocytow Th1/Th2 oraz Tc1/Tc2 w splenocytach izolowanych
z myszy poddanych mono- i kombinowanej terapii za pomoca genetycznie modyfikowanych IL-6
i hyper-IL-6 komdrkami mysiego czerniaka B-78 i cyklofosfamidem

Table 2. Ratios of Th1/Th2 and Tec1/Tc2 T-cell subpopulations after vaccination with IL-6 and hyper-IL-6
gene modified B-78 melanoma cells and cyclophosphamide
KONTROLA PBS

Zaszczepione komorki CYC - 100 mg/kg

Th1/Th2 Tc1/Tc2 Th1/Th2 Tc1/Tc2
B-78 5x10° s.c. 1,07 0,97 1,09 1,12
B-78/IL-6 5x10° s.c. 1,69 1,1 1,35 1,3
B-78/H6  5x10° s.c. 1,44 1,08 1,16 1,25

(1,69), natomiast w grupie zwierzat
zaszczepionych komdrkami B-78/H6
stosunek ten wynidst 1,44,
Zastosowanie w kombinowanej
terapii niskiej dawki CYC 100

Stosunek limfocytéw Th1/Th2 i Tc1/Tc2

W grupach myszy, ktére zaszcze-
piono komorkami B-78/IL-6 zaobser-
wowano podwyzszony stosunek
subpopulaciji limfocytéw Th1/Th2

przezycia zwierzat w grupach, kto-
rym podano wyjsciowe i modyfiko-
wane genetycznie komorki B-78
oraz CYC w dawce 500 mg/kg m.c.
(grupy IB, lIB, IlIB) nie oceniano
stosunku subpopulaciji limfocytéw
T. Th1/Th2 oraz Tc1/Tc2.

DYSKUSJA

Zidentyfikowanie i sklonowanie
genow kodujgcych cytokiny immu-
nostymulujgce (IL-2, IL-6, IL-7,
IL-12, IFNY), czagsteczki kostymulu-
jace (B7.1, B7.2), czasteczki ad-
hezyjne, chemokiny, czy antygeny
zgodnosci tkankowej (MHC) umoz-
liwito stworzenie genetycznie mo-
dyfikowanych szczepionek komor-
kowych (GMTV). Czynniki immuno-
stymulujgce  kodowane  przez
transgeny i produkowane przez ko-
morki GMTV nie tylko aktywujg na
drodze parakrynowej komorki ukta-
du immunologicznego, ale dodat-
kowo zwiekszajg immunogennosé
samych komoérek GMTV, poprzez
modyfikacje ich fenotypu (wzrost
MHC klasy | i 1) [21].

Wczesniejsze doniesienia literatu-
rowe wykazaty, ze wprowadzenie
genu dla IL-6 do komdrek nowotwo-
rowych réznego pochodzenia hamo-
wato rozwdj guza, obnizato jego po-
tencje formowania przerzutéw oraz
nasilato swoistg aktywacje efektoro-
wych komdrek cytotoksycznych
[22-25]. Transdukcja komoérek my-
siego widkniakomiesaka genem dla
IL-6 znaczaco zredukowata wzrost
guza poprzez aktywacje mechaniz-
mow immunologicznych zaleznych
od komodrek T [26]. W modelu od-
rzucania mysiego raka ptuc Lewisa
insercja cDNA dla IL-6 stymulowa-
ta diugotrwatg odpowiedz immuno-
logiczng, angazujgcg swoiste klony
cytotoksycznych komodrek T CDS8
oraz komorki NK. Wykazano ponad-
to, ze indukcja odpowiedzi nie za-
lezy od subpopulaciji limfocytow T
CD4+ [27].
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W naszych wczesniejszych do-
Swiadczeniach wykazano, ze pod-
skérne zaszczepienie myszy gene-
tycznie modyfikowanymi IL-6 stabo
immunogennymi komdrkami mysie-
go czerniaka B-78 istotnie wydtu-
zyto czas przezycia myszy, hamo-
wato rozwdj guza oraz indukowato
swoistg, efektywng odpowiedz prze-
ciwczerniakowg zalezng od komorek
CD4+. Wykazano réwniez, ze efek-
tywnos¢ immunoterapii  znaczgco
wzrosta, gdy zwierzeta zaszczepiono
mieszaning komorek B-78/IL-6 i ko-
morek transdukowanych cDNA kodu-
jacym slIL-6R. Fluorocytometryczna
analiza splenocytow izolowanych ze
zwierzat, ktorym dostarczono kombi-
nacje komorek B78-/IL-6+B-78/sIL6-R
wykazata podwyzszong ekspresje
cytokin wewnagtrzkomaorkowych cha-
rakterystycznych dla subpopulacji
komorek Th1 [15, 28, manuskrypt].
Ponadto, dzieki zastosowaniu dwu-
cistronowych wektoréw retrowiruso-
wych podwaijnej kopii (DCCMV), za-
wierajgcych sekwencje IRES, uzyska-
no wysokg i stabilng ekspresje
produktéw transgendw IL-6 i sIL-6Rn
zaréwno na poziomie swoistego RNA,
jak i funkcjonalnego biatka. Warunko-
wato to efektywng stymulacje subpo-
pulacji limfocytéw T gospodarza oraz
indukcje swoistej i nieswoistej odpo-
wiedzi przeciwczerniakowej [29-31].

W przedstawionej pracy doko-
nano oceny wptywu cyklofosfami-
du na zahamowanie tumorogenno-
$ci genetycznie modyfikowanych
IL-6 i H-6 komdrek mysiego czer-
niaka oraz dynamiki wzrostu guza
in vivo. W tym celu zastosowano
wyjsciowe i genetycznie modyfiko-
wane IL-6 i H-6 komorki linii usta-
lonej mysiego czerniaka B-78, kto-
rymi zaszczepiono myszy w kom-
binacji z PBS (kontrola) i CYC.
Wykorzystanie policistronowego
nosnika docelowych gendw, wek-
tora DCCMV, zapewnito wysokg
i dtugotrwatg ekspresje transgendw
na poziomie swoistego RNA oraz
produkowanej interleukiny-6 oraz
biatka fuzyjnego H-6. H-6 jest hete-
rodimerem, sktadajgcym sie z IL-6

Analiza cytotoksycznosci komérek NK u myszy
poddanych terapii genetycznie modyfikowanymi IL-6 | H-6
komérkami B-78 i cyklofosfamidem (100 mg/kg mc)

B-78
B-78/IL-6

PBS

B-78/H6

B-78+100 mg/kg
B-78-/IL-6+100 mg/kg

B-78-/H6+100 mg/kg

0 5 10 15

20 25 30 35 40 45

Cytotoksycznos$é (proc.)

Ryc. 4. Cytotoksyczno$é nieswoista komorek NK izolowanych z krwi obwodowej myszy zaszczepionych
wyjsciowymi i genetycznie modyfikowanymi komérkami 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 conirol
mice and injected with gene modified B-78/IL-6 and B-78/H-IL-6 cells and cyclophosphamide

oraz rozpuszczalnego receptora
dla IL-6, potgczonych elastycznym
tacznikiem polipeptydowym [32].
Wykazano, ze biatko fuzyjne H-6
jest 10-1 000 razy aktywniejsze
niz kompleks pojedynczych biatek
IL-6 + slL-6R oraz, ze jego okres
pottrwania w surowicy jest znaczg-
co dtuzszy, ze wzgledu na zaha-
mowanie internalizacji w komor-
kach docelowych [33]. Dowiedzio-
no rowniez wysokg aktywnosé
proliferacyjng H-6 w stosunku do
komodrek hematopoetycznych szpi-
ku oraz innych gp 130+ populaciji
komorkowych [34].

Stosunkowo niewiele wiadomo na
temat aktywnosci przeciwnowotwo-
rowej biatka hyper-IL-6. Wczesniej-
sza praca Ozbeka i wsp. wykaza-
ta, ze chimeryczne biatko H-6 mo-
ze nasila¢ przeciwczerniakowg
odpowiedZ immunologiczng [35].
Podane  podskodrnie  myszom
C57BL/6 genetycznie modyfikowa-
ne genem H6 komdrki mysiego
czerniaka B16 zostaty catkowicie
odrzucone. Zaszczepienie myszy

transgenicznych FVB/BL/6 (stata
ekspresja antagonisty dla recepto-
ra dla GM-CSF) komdrkami B16/H6
doprowadzito tylko do czesciowej
eliminacji guza oraz zahamowania
formowania przerzutéw, co sugeru-
je udziat, zaleznych od GM-CSF
wyspecjalizowanych komoérek pre-
zentujgcych antygen.

Przedstawione w pracy wyniki
Sredniego czasu przezycia zwierzat
wykazaty, ze zaszczepienie myszy
genetycznie modyfikowanymi komor-
kami B-78/H6 istotnie przedtuzyto
czas przezycia w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng (B-78+PBS), a takze
z myszami, ktérym dostarczono ko-
morki B-78/IL-6. Zastosowanie ni-
skich dawek cyklofosfamidu w kom-
binowanej terapii z komdrkami
B-78/IL-6 lub B-78/H6 doprowadzito
do wydtuzenia $redniego czasu
przezycia zwierzat >60 dni u 100
proc. zwierzat. Ponadto wstrzyknie-
cie myszom komorek B-78/IL-6 lub
B-78/IL-H6 oraz dostarczenie cyklo-
fosfamidu istotnie zahamowato dyna-
mike wzrostu czerniaka u badanych



130

Wspétczesna Onkologia

zwierzat, w poréwnaniu z grupami,
w ktérych podano GMTV modyfiko-
wane B-78/IL-6 i B-78/H6. W sSwietle
doniesien literaturowych dwa nieza-
lezne mechanizmy mogg by¢ zaan-
gazowane w zahamowanie tumoro-
gennosci. Pierwszy jest prawdopo-
dobnie oparty na bezposredniej
inhibicji aktywnosci proliferacycjnej
komorek mysiego czerniaka [36, 37],
drugi na zablokowaniu przez CYC
aktywnosci subpopulacji limfocytéw
CD4+/CD25+, ktorym przypisuje sie
funkcje immunosupresyjng, promuja-
cg wzrost nowotworu [38, 39]. Nie-
wielkie réznice w kinetyce wzrostu
guza pomiedzy myszami zaszczepio-
nymi  wyjsciowymi komdrkami
B-78+PBS i B-78+100 mg/kg mc
CYC wskazujg raczej na udziat dru-
giego z wymienionych mechanizmow.

Liczne badania wskazujg na
istotne znaczenie profilu uwalnia-
nych cytokin na polaryzacje odpo-
wiedzi przeciwczerniakowej, szcze-
gdlnie w czasie prezentacji anty-
genu efektorowym komoérkom T
[40-42]. IL-6 uwazana jest za je-
den z najwazniejszych immunomo-
dulatoréw regulujgcych orientacje
odpowiedzi immunologicznej po-
przez indukcje efektorowych komo-
rek Th1 lub Th2. Dowiedziono, ze
IL-6 indukowata réznicowanie na-
iwnych limfocytéw T CD4+ w kie-
runku komorek efektorowych Th2
oraz silnie hamowata zalezng od
IL-12 polaryzacje odpowiedzi im-
munologicznej w kierunku Th1 [43,
44]. Rola hyper-IL-6 w polaryzaciji
odpowiedzi przeciwczerniakowej
jest jak dotad nieznana. W naszych
badaniach wykazano, ze zaszcze-
pienie zwierzat GMTV-B-78/IL-6
oraz GMTV-B-78/H6 przesuneto pro-
fil odpowiedzi przeciwczerniakowej
w kierunku efektorowych komoérek
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 indukowato réznicowanie
komorek efektorowych w kierunku
limfocytéw cytotoksycznych typu |.
Analiza ekspresji wewngtrzkomorko-

wych cytokin w grupie myszy za-
szczepionych komodrkami B-78/IL-6
oraz B-78/H6 oraz cyklofosfamidem
wykazata przesuniecie profilu sub-
populacji limfocytéw komoérek T
w kierunku efektorowych komadrek
cytotoksycznych Tc1 (B-78/IL-6 —
Tec1: Te2 - 1,3; B-78/H6 — 1,25 od-
powiednio). Jest to zgodne z wcze-
$niejszymi obserwacjami Chamoto
i wsp. [45], ktorzy wykazali, ze za-
stosowanie CYC w adoptywnej im-
munoterapii z uzyciem izolowanych
subpopulaciji limfocytéw Th1 nasi-
lito eradykacje komorek chtoniaka
A20 poprzez polaryzacje odpowie-
dzi w kierunku komorek efektoro-
wych Th1/Tc1.

Wyniki naszych badan potwier-
dzajg przydatnos¢ kombinowanej
immunoterapii z cyklofosfamidem
w celu obnizenia tumorogennosci
czerniaka. Dalsze badania powin-
ny wyjasni¢ swoiste mechanizmy
odpowiedzialne za zahamowanie
wzrostu guza w mysim modelu od-
rzucania czerniaka, a takze scha-
rakteryzowac swoiste subpopulacje
komdrkowe, biorgce w nich udziat.
Szczegolng uwage nalezy poswie-
ci¢ wptywowi H-6 na proliferacje
i kierunkowe réznicowanie komodrek
macierzystych i progenitorowych
szpiku w subpopulacje komoérkowe
moggce miec kluczowy wptyw na
organizacje przeciwczerniakowej
odpowiedzi immunologiczne;.
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