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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Wzrastajgca w ciggu ostatnich 20 lat liczba zachorowan na nowotwory
przewodu pokarmowego (gléwnie na raki jelita grubego, zotadka i trzustki) spo-
wodowala poszukiwanie nowych, doskonalszych metod wykrywania i leczenia
tych choréb. Postgpy w technikach chirurgicznych, wprowadzenie poszerzonych
zabiegéw resekcyjnych, uzupetnienie leczenia chirurgicznego o chemio- i che-
mioimmunoterapi¢, immunoterapi¢ i radioterapi¢ pozwolito w pewnym stopniu
poprawi¢ wyniki leczenia tych nowotworéw. Jednak wzrost globalnego wskaznika
przezy¢ pigcioletnich jest w dalszym ciggu niezadowalajacy. W chwili obecnej
przezycia pigcioletnie np. dla raka zZotadka wynoszg 10-12.3%, a dla raka jelita
grubego okoto 45-50%. Natomiast w przypadkach raka trzustki wyleczalnos¢ sigga
zaledwie kilku procent. Dlatego konieczne jest poszukiwanie dalszych, bardziej
efektywnych metod leczenia tych nowotworow (66, 73,91, 117). W chwili obecne;j
nie ma przekonujacych danych o efektywnosci chemioterapii, tak paliatywnej, jak
i wspomagajacej. Stad proby zastosowania immunoterapii, zwykle w formie {aczo-
nej z chemioterapig (immunochemioterapia).

Immunoterapia jest stosowana w leczeniu nowotwordw giéwnie jako terapia
wspomagajaca. W ogdlnym ujgciu polega ona na stymulacji uktadu odpornoscio-
wego pacjenta do niszczenia komoérek nowotworowych. Stosowano w tym celu
komorki bakteryjne lub ich produkty: BCG (Bacillus Calmette-Guerin), MER
(methanol extraction residue), CWS (cell wall skeleton), OK432 (wyciag ze
szczepéw Strepetococcus pyogenes) ktore dziatajq jako modulatory odpowiedzi
immunologicznej (BRM — biological response modyfiers). Obecnie uzywa si¢ ich
w polaczeniu z chemioterapia jedno- lub wielolekowa (5-FU+BCG, FAM+BCG,
FAM+0K432) (100, 109, 117,118,119). Postepy w badaniach nad mechanizmami
molekularnymi proceséw immunologicznych doprowadzily do zidentyfikowania
tzw. cytokin (substancji biatkowych regulujacych wzrost, réznicowanie i aktyw-
nos$¢é komorek). Sq to substancje stuzgce do przesylania sygnaléw miedzy komor-



kami, wytwarzane przez komoérki uktadu immunologicznego. Niektére cytokiny
poza wieloma aktywnos$ciami, posiadajg zdolno$¢ do niszczenia komoérek nowo-
tworowych. Do cytokin o dzialaniu przeciwnowotworowym naleza : TNFa (czyn-
nik martwicy nowotworéw), interleukiny 1 i 6, interferony a i y. Cytokiny te sg
uwalniane in vivo pod wplywem niektérych BRM (49, 69, 121). TNFa jest
produktem aktywowanych makrofagéw (m.in. pod wplywem BCG) i jest odpowie-
dzialny za ich dzialanie cytotoksyczne w stosunku do komdrek nowotworowych
(13, 55, 181).

1.2, Historia odkrycia czynnika martwicy nowotworéw —

TNFo

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF alfa) stanowi od ponad 15 lat przed-
miot zainteresowania wielu dziedzin badawczych. Poczatkowo poznano jedynie
jego aktywnos$¢ przeciwnowotworowa. Okazalo si¢ jednak, zZe jest to czynnik o
dzialaniu plejotropowym to znaczy wplywajacy na funkcje wielu narzadéw i
komorek. Potwierdzono jego istotna role¢ w procesach patologicznych m.in. we
wstrzasie septycznym, chorobach o podiozu autoimmunizacyjnym, oraz w odrzu-
caniu przeszczepu (59, 65, 77, 83, 126, 127, 162, 163, 166).

Do osiagni¢cia obecnego stanu wiedzy prowadzita dluga droga, ktérg zapo-
czatkowat jeszcze w ubiegltym stuleciu William B. Coley. Ten amerykanski chirurg
pracujacy na przetomie XIX i XX wieku w Nowym Jorku, opisal spontaniczng
remisj¢ guza nowotworowego po przebyciu przez chorego ciezkiego zakazenia
bakteriami Gram-ujemnymi. Coley wykorzystat te obserwacje do wprowadzenia
metody leczenia nowotworéw polegajacej na podawaniu chorym bakterii Gram-
ujemnych w celu wywolywania zakazen. Z dzisiejszej perspektywy mozna przyjac,
ze byla to pierwsza metoda zastosowania modulatoréw odpowiedzi immunologi-
cznej w praktyce klinicznej, chociaz niedoskonata i niebezpieczna dla zycia
chorego. Podobne proby byly pézniej prowadzone w latach 40-tych przez Kahlera
i Sheara, ale juz przy uzyciu atenuowanych szczepdw bakteryjnych lub fragmentéw
Scian komorek bakteryjnych. Te pierwsze préby kliniczne byly odtworzeniem
zjawiska poinfekcyjnej remisji guzéw nowotworowych znanego z obserwacji
klinicznych.

W roku 1975 Elizabeth Carswell z zespotem stwierdzita, ze w surowicy myszy,
ktorym podano endotoksyne pojawia si¢ czynnik o dziataniu przeciwnowotworowym
(24). Surowica zawierajaca taki czynnik podana zwierzetom z przeszczepionym guzem
nowotworowym wywolywata martwic¢ krwotoczng guza. Okazalo sig, ze czynnik o
dziataniu przeciwnowotworowym jest polipeptydem ztoZzonym ze 157 aminokwaséw
i nazwano go czynnikiem martwicy nowotworéw (Tumor Necrosis Factor). Konty-
nuowane od tej pory wielokierunkowe badania doprowadzity do okreslenia szeregu
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nowych wlasciwosci TNF, wykazania jego roli w patogenezie proceséw chorobo-
wych do i wstepnej oceny przydatnosci tej cytokiny w leczeniu nowotworéw.

1.3. Budowa TNF i jego oddzialywanie z receptorami ko-
morkowymi

W komoérce cztowieka gen dla TNF znajduje si¢ na chromosomie 6. TNF,
jak wiele innych polipeptydéw, jest syntetyzowany w komoérce pod postacia
propolipeptydu zloZonego z 233 aminokwaséw. Poczatkowa sekwencja 76 amino-
kwaséw odlacza si¢ od wlasciwego tancucha cytokiny i nie jest wydzielana z
komérki (116). Powstaty polipeptyd ztozony ze 157 aminokwaséw (Ryc. 1), o
masie 17.356 kD, jest wydzielany poprzez btong komdrkowsq. Sekwencja amino-
kwaséw ludzkiego TNF jest w okoto 70% zgodna z sekwencjq TNF innych ssakéw
(myszy, szczura, krélika, swinki morskie;j).

Ryec. 1.
Struktura pierwszorzedowa czynnika martwicy nowotworéw — TNFo

4 )

ValArgSerSerArgThrProAsp LysProValAlaHisValAlaAsnPro
GlnAla GluGlyGlnLeuGInTrpLeuAsn ArgArgAlaAsnAlaleuleuAlaAsnCly
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuValVal ProSerGluGlyLeuTyrLeulleTyrSer
GInValLeuPheLysGlyGInGlyCysPro  SerThlHisValLeuLeuThrHisThrlle
SerArglleAlaValSerTyrGInThrLys ValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGlu  AlaLysProTrpTyrGluProlleTyrLeu
GlyGlyValPheGInLeuGluLysClyAsp ArgleuSerAlaGlulleAsnArgProAsp
TyrLeuAspPheAlaGluSerGlyGlnVal  TyrPheGlylleAlaLeu

\_ _J/

Pojedyncza czasteczka TNF ma w wymiarze podtuznym okoto 60 A, a jej
wymiar poprzeczny wynosi okoto 30 A. W roztworze TNF oligomeryzuje do
postaci trimerycznej o wysokiej stabilnosci termodynamicznej (29). Trimery moga
z kolei tworzy¢ krysztaty trdjkatne lub czworokatne o wymiarze odpowiednio 2.9
i2.6A (2, 116). Krystaliczne struktury TNF majq jednak mniejszg stabilnosé od
postaci trimerycznej. TNF w postaci trimeréw oddziatuje na komérki poprzez
receptory. Badania prowadzone przy uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko
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poszczegSlnym fragmentom TNF miaty na celu umiejscowienie domeny odpowie-
dzialnej za faczenie z receptorem. Wykazano, ze zablokowanie przeciwciatem dla
fragmentéw zawierajacych aminokwasy w pozycjach 1-31 i 1-15 ostabia wigzanie
si¢ TNF z receptorem. Jednak zamiana poszczegdlnych aminokwaséw w tych
pozycjach nie powoduje istotnych zaburzen w wigzaniu z receptorem (53, 148).
Wynika stad, ze pierwsze aminokwasy w polipeptydzie TNF nie biorg bezposred-
niego udziatu w wiazaniu z receptorem, a przeciwciata przeciwko tym fragmentom
polipeptydu ostabiaja wiazanie receptora poprzez efekt steryczny. Muteiny s
polipeptydami, w ktérych zmieniono budowe¢ aminokwasowa w stosunku do
naturalnego polipetydu.

Muteiny TNF postuzyly do okreslenia roli poszczegdlnych czgsci tej cytoki-
ny. Wykazano, ze te polipeptydy, w ktérych aminokwasy znajdujace si¢ na
powierzchni trimeru zamieniono na inne, tracily powinowactwo do receptora.
Aminokwasy: Glu42, Leu75, Thr79, Ser133 wydaja si¢ tworzy¢ domeng recepto-
rowg (29, 31, 86). Mechamizm wigzania receptoréw przez trimer TNF (Ryc. 2)
mozna opisac jako jednoczesne wigzanie trzech receptoréw, z ktérych kazdy wiaze
si¢ z dwoma monomerami.

Ryc. 2. Mechanizm wiqzania receptoréw przez trimer TNF

Zwiazanie cytokiny z receptorem jest warunkiem koniecznym, ale nie wy-
starczajacym, dla cytotoksycznego zniszczenia komérki. Wykazano bowiem, ze
muteina Asn43Tyr wiaze si¢ z receptorem, ale nie posiada aktywnos$ci cytotoksy-
cznej w stosunku do komérek L1929 wrazliwych na naturalny TNF (53).
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Na komérkach wystepuja dwa typy receptoréw dla TNF. Pierwszy o masie 55
kD (TNF-R typu I) i drugi o masie 75 kD (TNF-R typu II). Obydwa rodzaje receptoréw
wspdtistnieja na powierzchni komérek. Proporcja ilosSciowa obydwu receptoréw jest
rozna dla réznych tkanek, jednak dla tej samej tkanki z reguly zblizona. Jak wykazaty
szczeg6towe badania, prawdopodobnie wazniejszg rolg w mechanizmach cytotoksycz-
nosci odgrywa receptor 55 kD, natomiast receptor 75 kD moduluje cytotoksycznos¢
(1, 8, 57, 78, 99, 139, 145, 150). Jak si¢ wydaje, dalsze badania przy wykorzystaniu
izolowanych receptoréw pozwolg na poglebienie wiedzy o mechanizmach zapoczat-
kowujacych cytotoksyczne zniszczenie komdrek docelowych przez TNF.

—~

1.4. Powstawanie TNF w organizmie

Gléwnym Zrédlem TNF w organizmach ssakéw sg makrofagi posiadajace
zdolno$¢ do uwalniania tej cytokiny pod wplywem szeregu substancji stymuluja-
cych. Najwczesniej poznanymi stymulatorami wydzielania TNF byly lipopoli-
sacharydy (LPS) bton komdrkowych bakterii Gram-ujemnych. Lipopolisacharydy
facza si¢ swym fragmentem hydrofobowym z receptorem CD14 na powierzchni
makrofaga. Wywotuje to aktywacje procesu syntezy i uwalniania TNF i innych
cytokin (IL-6 i IL-8) przez komorke. Taki sam efekt wywoluje cz¢$¢ hydrofobowa
LPS nazywana lipidem A (168). Wykazano, ze szereg innych stymulator6w moze
aktywowa¢ makrofagi do uwalniania TNF. Dotyczy to gldwnie drobnoustrojéw
takich jak grzyby (Candida albicans, Aspergilus flavus), wiruséw, rikets;ji,
zarodZcow malarii (5, 14, 16, 27, 65,-127). W warunkach in vitro stwierdza si¢ tez
uwalnianie TNF przez makrofagi pod 'wﬁwem kontaktu z komérkami nowotworo-
wymi (7, 138, 184). Synteza TNF podlega regulacji na poziomie molekulamym i jest
réwniez zalezna od czynnikéw genetycznych i hormonalnych (23, 55, 88).

Dalsze badania wykazaly, ze TNF jest produkowany réwniez przez szereg
innych komérek T i B, granulocyty oboj¢tnochtonne i zasadochtonne, astrocyty i
komorki tuczne.

Prawdopodobnie czynnikami stymulujacymi sa w tych wypadkach inne
cytokiny, jak IL-2 (40, 51, 101, 104), niektére przeciwciata (81), interakcje
mi¢dzykomérkowe (111, 171). Jednak obserwuje si¢ réwniez uwalnianie TNF z
tych komérek pod wptywem zakazen wirusowych, grzybicznych, bakteryjnych (51,
127).

1.5. Zjawisko cytotoksycznoSci TNF w stosunku do komoérek
nowotworowych

Zjawisko cytotoksycznosci TNF w stosunku do komérek niektérych nowo-
tworéw w warunkach in vitro, stalo sig nie tylko przyczynkiem do dalszych badan
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nad przeciwnowotworowym dzialaniem tej cytokiny, ale réwniez miernikiem aktyw-
nosci biologicznej preparatéw otrzymywanych droga rekombinacji genetycznej. TNF
w warunkach in vitro moze dziata¢ cytotoksycznie lub cytostatycznie w stosunku do
komérek nowotworowych, ale nie wykazuje takiego dziatania w stosunku do innych
komérek. Co wiecej, TNF moze stymulowac wzrost komoérek nienowotworowych, np.
diploidalnych fibroblastow (33, 67, 135, 156, 175). Nie ma jednak dostatecznych
dowoddw na to, ze wszystkie te zjawiska zachodzg w warunkach in vivo.

Dodajac TNF do hodowli wrazliwych komdrek nowotworowych uzyskuje si¢
zahamowanie ich proliferacji, podczas gdy hodowla samych komérek nowotworo-
wych osigga nasycenie gestosci (gesto$é graniczng). Efekt hamujacy "TNF-jest-
odwracalny — komdrki 1.929 hodowane w obecnosci TNF wykazuja zahamowanie
wzrostu, lecz jesli po 1-2 dobach TNF zostanie usunig¢ty z hodowli, komérki
powracaja do normalnego tempa podzialéw (68). Przedtuzona obecnosé¢ TNF w
Srodowisku hodowanych komérek powoduje, ze hodowla osiaga gestos$¢ graniczna,
ale wigkszos¢ komodrek jest martwa. Komdrki hodowane w obecnosci TNF i
aktynomycyny D lub cykloheksimidu ulegajq zniszczeniu juz po kilku godzinach
i w obecnosci nizszych stgzen TNF (68, 151). To zjawisko "uwrazliwiania"
wykorzystano do testdw biologicznych in vitro.

1.6, Mechanizm cytotoksycznosSci TNF

Mechanizm niszczenia komorki nowotworowej przez TNF nie zostat do tej
pory w pelni wyjasniony. Poczatkowo TNF oddziatuje na receptory komérkowe.
Dowodzg tego zaréwno badania nad modytikacjq trzeciorzgdowej struktury TNF
(129), jak i fakt, ze komdrki nowotworowe posiadajace minimalng ilos¢ receptoréw
dla TNF sa na jego dzialanie niewrazliwe (6). Jednak juz oddziatlywanie TNF z
okoto 10% receptoréw moze prowadzi¢ do niszczenia komorki nowotworowej
(60). Na powierzchni wiekszosci komérek ludzkich znajduje sie od kilkuset do
kilku tysigcy receptoréw i bardzo rzadko ilosé ta jest wigksza (31, 179). Nie
stwierdzono natomiast receptoréw dla TNF na powierzchni erytrocytéw i czgsci
limfocytéw (99, 145). Po potaczeniu TNF z receptorem zachodzi w komdrce szereg
zjawisk, jednakze mechanizm cytolizy pozostaje niejasny. Zwraca si¢ uwage na
rolg fosfolipazy A2 jako jednego z waznych czynnikéw. Komérki wrazliwe na
dziatanie TNF wykazuja aktywacje tego enzymu. Co wigcej, inhibitory fosfolipazy.
chronig komorke przed zniszczeniem (102, 152). Natomiast w komérkach niewra-
zliwych na cytotoksyczne dziatanie cytokiny nie dochodzi do aktywacji fosfolipazy
A2.

-~ Innym mechanizmem zniszczenia komérki nowotworowej jest indukcja przez
TNF wolnych rodnikéw tlenowych (169, 177, 186). Przemawia zaatym réwniez
fakt opornosci na dziatanie TNF komérek posiadajacych wysoki poziom glutationu
(93, 187) . Upraszczajac mozna powiedzied, ze wrazliwosé komdrki nowotworowej
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na dziatanie TNF jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci posiadanych przez nig
zmiataczy wolnych rodnikéw tlenowych i aktywnosci dysmutazy nadtlenkowe;.
Posrednio zaobserwowano réwniez dzialanie TNF poprzez proteazy. Obecno$é
TNF w srodowisku powoduje wytwarzanie w cytoplazmie komérki inaktywatoréw
proteinaz np. PAI-2 (75), a komdrki poddane dziataniu inhibitoréw proteinaz przed
ekspozycja na TNF sg bardziej oporne na cytolizg (130, 155). Nie udato si¢ jednak
do chwili obecnej zidentyfikowaé proteinaz odpowiedzialnych za cytotoksycznosé
TNF. Pomimo wielu badan nie udalo si¢ ustali¢ jednoznacznie mechanizmu
cytotoksycznosci TNF. Wydaje sig, Ze szereg wymienionych wyzej mechanizméw
prowadzi do destrukcji komdrki, jednak proces nie zachodzi w sposéb identyczny
we wszystkich wrazliwych komérkach nowotworowych i moze réznié sig w
subpopulacjach komérek jednego typu nowotworu (39, 74, 134).

1.7. Efekty dzialania TNF w organizmie

Poza dziataniem przeciwnowotworowym TNF wywoluje szereg reakcji i
zmian w organizmie i jest waznym mediatorem wielu proceséw patologicznych.
Bierze udzial w patogenezie wstrzasu septycznego, ARDS, uczestniczy réwniez w
patomechanizmach przewlektych choréb zapalnych, AIDS, choréb pasozytniczych
i choréb alergicznych (108).

TNFa nie tylko dziata bezposrednio na komorki biorace udzial w procesach
zapalnych, ale powoduje réwniez uwalnianie wielu innych substancji (Tab. 1).
Podawanie systemowe TNF zwierzgtom moze powodowaé martwicg¢ krwotoczng
w obrebie przewodu pokarmowego, nacieki leukocytarne pluc, ostra martwice
cewek nerkowych, spadek cisnienia krwi, kwasic¢ metaboliczng i wzrost poziomu
metabolizmu tkankowego (Tab. 2) (71, 126). Podanie przeciwcial przeciwko TNF
zabezpiecza przed wystgpieniem wigkszosci tych zmian i w znaczacy sposéb
poprawia przezycie zwierzat (162, 176). Podobne zmiany morfologiczne i metabo-
liczne obserwuje si¢ w przebiegu wstrzasu septycznego u ludzi. Przewlekle uwal-
nianie w organizmie niewielkich ilosci TNF prawdopodobnie powoduje roztozone
w czasie i postgpujace wyniszczenie. Udowodniono to w badaniach nad zwierzg-
tami, ktorym regularnie podawano mate dawki TNF, lub przeszczepiano komorki
posiadajace zdolnos¢ do statej jego produkcji (12, 15, 107). U tych zwierzat
wystepowaly efekty metaboliczne takie, jakie obserwuje si¢ w kacheksji u ludzi.
Dalsze badania sprecyzowaly rolg TNFa w patogenezie kacheksji (Tab. 3) i
mechanizmy jego dziatania. Pod wplywem tej cytokiny dochodzi do zablokowania
osrodka gltodu w centralnym systemie nerwowym, co powoduje zmniejszenie ilosci
przyjmowanego pozywienia. Réwniez zostaje zaburzona motoryka przewodu po-
karmowego i wchlanianie jelitowe. Zaburzenia funkcji watroby takie jak wzmozona
lipogeneza, zwigkszenie produkcji biatek osttej fazy, i wzmozenie ogdlnego meta-
bolizmu biatek dodatkowo utrudniajq trawienie i przyswojenie przyjetego pokarmu.
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Tab. 1. Niektore czynniki uwalniane pod wptywem TNF

rGrupa czynnikow

Hormony

Insulina
Glukagon
Adrenalina
Noradrenalina
ACTH
Kortyzol

Cytokiny i czynniki wzrostu

Interleukina 1, Interleukina 6, Interleukina 8

GMCSF

Monocytarny czynnik chemotaktyczny neutrofilow

Plytkowy czynnik wzrostowy
Nerwowy czynnik wzrostowy

Cnne

Bialka ostrej fazy

J

Tab. 2. Niektore efekty wywolane przez TNF we wstrzgsie septycznym

(
Uklad

Efekty

~

SEICOWO-Naczyniowy

spadek cisnienia krwi
uszkodzenic mig¢énia sercowego

wzrost przepuszczalnosci naczyii obwodowych

spadek oporu obwodowego

oddechowy ARDS
wzrost przepuszczalnosci kapilar plucnych
wzrost ilo$ci leukocytéw w tkance plucnej
wydalniczy ostra martwica brodawek nerkowych
wielomocz z nasigpowym matomoczem
pokarmowy uposledzone wchlanianie

Y
uposledzéni¢ motoryki
martwica krwotoczna §luzéwek

centralny nerwowy

goraczka
bdl glowy
jadlowstret

migéniowo-szkitletowy

béle mi¢§niowe

spadek spoczynkowego potencjatu blonowego komérek

hemostatyczny i bialokrwinkowy

\_

7 . L
wzmozZenic mechanizméw wykrzepiania
.0
neutropenia
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Poza tymi zmianami pojawiaja si¢ zaburzenia metaboliczne, jak hipertrdjglice-
rydemia (10), wzmozenie lipolizy ogdélnoustrojowej, oporno$¢ na insuling, katabo-
lizm bialek i glikogenu zawartego w migsniach szkieletowych (10, 133). Wszystkie
te zmiany prowadza do ujemnego bilansu energetycznego, azotowego i biatkowe-

go.

Tab. 3. TNF w patomechanizmach wyniszczenia

(" Miejsce dziatania Efekty

Uklad krazenia wzmozenie przepuszczalno$ci naczyi
odwodnienie

Uklad pokarmowy zmniejszenie wchianiania
powickszenie watroby
wzrost lipogenezy w watrobie
zaburzenia produkcji bialek w watrobie

Centralny system nerwowy jadlowstret

Procesy metaboliczne wzrost lipolizy w calym organizmie
zahamowanie lipazy lipoproteinowej
hypertréjglicerydemia
opomo$¢ na insuling
wzrost ogblnego metabolizmu biatek
wzrost katabolizmu bialek i glikogenu mie$-
niowego
zwigkszenie ilosci wolnych aminokwaséw
ujemny bilans biatkowy i azotowy

\. J

Nalezy jednak zauwazy¢, ze u czlowieka brak jednoznacznych dowodéw na
role TNF w kacheksji. Szczegdlnie u chorych z zaawansowanym procesem nowo-
tworowym nie udato si¢ stwierdzi¢ podwyzszonych pozioméw TNF. Nie jest zatem
jasne, czy TNF jest odpowiedzialny za kacheksj¢ w chorobach nowotworowych u
ludzi (87, 107, 153, 183).

TNF bierze réwniez udzial w wywolywaniu zmian narzadowych w przewle-
ktych chorobach zapalnych. W reumatoidalnym zapaleniu stawéw (RZS) najistot-
niejszym zjawiskiem patologicznym jest destrukcja mazidwki stawowej. Jak si¢
wydaje, istotng rol¢ w tym procesie, obok innych cytokin jak IL-1, IL-6, odgrywa
TNF. Powoduje on aktywacjg¢ limfocytéw T i wzmozenie procesu zapalnego w
obrebie stawu, co 2 kolei prowadzi do dalszego uwalniania TNF i innych cytokin
(autowzmocnienie). TNF stymuluje fibroblasty i chondrocyty do uwalniania szere-
gu enzymoéw litycznych (kolagenazy), ktére niszczq powierzchnie stawowe (13, 49,
59), a aktywujac astedklasty prowadzi do destrukcji kosci, co obserwowane jest w
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procesie RZS. TNF posiada zdolnosé¢ do aktywacji i proliferacji fibroblastéw, co
sugeruje, ze jest on réwniez mediatorem proceséw widknienia. Niektdre badania
dowodzg (34), ze TNF odpowiedzialny jest za patologiczne wibknienie tkanki plucnej.
Niemniej rola tej cytokiny w calosci proceséw widknienia nie jest do konca jasna.

1.8. Badania nad przeciwnowotworowym dzialaniem TNF

1.8.1. Modele doswiadczalne

Do badan nad dziataniem przeciwnowotworowym TNF najczesciej uzywa-
nymi guzami przeszczepialnymi byly: mi¢sak meth A, migsak SA1, wiékniakomig-
sak MCA, czerniak B16, rak jelita grubego C26. Odrgbna grupe stanowily
nowotwory ludzkie przeszczepiane myszom nude (nu/nu) lub SCID. Zawiesing
komorek nowotworowych wszczepiano zwierzetom podskornie, rzadziej dootrzew-
nowo. Jako model przerzutowania komérki nowotworowe podawano dozylnie
(79, 124). Dziatanie przeciwnowotworowe TNF stwierdzono zaréwno po podaniu
systemowym, jak i doguzowym. Efekt przeciwnowotworowy wyrazat si¢ zahamo-
waniem lub opéZnieniem wzrostu guza, a w niektorych przypadkach wywotaniem
martwicy krwotocznej guza. Czynnikami, od ktérych zalezy efekt TNF sa: droga
podania, wielkos¢ dawki, sposdb roztozenia dawki w czasie, typ nowotworu i jego
wrazliwo$¢ na TNF. Stwierdzono, ze wigkszy efekt uzyskuje si¢ po doguzowym
niz po systemowym podaniu TNF (30, 52, 160). Objawy uboczne ograniczajg
wielkos¢ pojedynczej dawki, a efekt jednorazowej duzej dawki cytokiny jest
stabszy od dziatania tej samej ilosci TNF podanej w kilku dawkach podzielonych
(8, 160). W przeprowadzonych badaniach obserwowano rézne efekty podobnych
dawek TNF w przypadku réznych guzéw nowotworowych. Przyktadem przeszcze-
pialnego nowotworu, gdzie TNF wywoluje typowq martwic¢ krwotoczng jest
migsak methA (4, 115). W niektérych innych przypadkach podanie TNF wywoty-
wato jedynie opdzZnienie wzrostu guzéw. Efekt przeciwnowotworowy TNF in vivo
nie jest w prosty sposob skorelowany z wrazliwoscig nowotworu na TNF in vitro.
Przyktadem tego zjawiska moze by¢ przeszczepialny czerniak B16 u myszy (21).
Komérki tego nowotworu sg oporne na cytotoksyczne dziatanie TNF in vitro,
natomiast u zwierzat podawanie TNF powoduje remisj¢ guza. Immunogennnosé
guza ma istotny wplyw na jego odpowiedZ na TNF. Jak wykazano, nowotwory o
mniejszej immunogennosci sa mniej wrazliwe na dziatanie TNF. Nawet podtypy
tego samego nowotworu réznigce si¢ od siebie immunogennoscia (widkniakomig-
sak MCA-102, widkniakomigsak MCA-106) wykazuja rézng wrazliwosé na TNF
(4). Ludzkie nowotwory przeszczepiane myszom nude odpowiadajg stabiej niz
nowotwory eksperymentalne przeszczepiane myszom szczepéw wsobnych. Mozna
to thumaczy¢ wigksza opornoscia nowotworéw ludzkich na dziatanie TNF lub ich
mniejsza immundgennosciy.
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Innym elementem choroby nowotworowej poddanym analizie w badaniach
na modelach zwierzecych byly przerzuty. Model przerzutéw odleglych polegat na
podawaniu komdrek nowotworowych do krazenia wrotnego (przerzuty do watroby)
lub do zyt obwodowych (przerzuty do ptuc). W czgsci przypadkéw TNF powo-
dowal zmniejszenie liczby przerzutéw. Byto to zalezne przede wszystkim od
momentu podania cytokiny. Jak wykazano, w przypadku widkniakomi¢saka my-
siego efekt przeciwnowotworowy wystgpowal, gdy TNF podano w ciagu 3 dni od
wszczepienia komérek nowotworowych (161). Pdézniejsze podawanie TNF nie
mialo wplywu na przerzuty. Podobne obserwacje dotyczyly réwniez nowotworéw
doswiadczalnych czerniaka ztosliwego (143) i raka oskrzela (159). W raku jelita
grubego C26 nie obserwowano zahamowania wzrostu przerzutéw. Inne badania
wykazaty, Ze rownoczesne podanie komérek nowotworowych z TNF moze pro-
wadzi¢ do zwigkszenia liczby przerzutéw (47). Inkubacja in vitro komoérek czer-
niaka w obecnosci TNF powoduje nasilenie tworzenia przerzutéw po dozylnym
podaniu tych komérek (79). Najprawdopodobniej zjawiska promowania przerzu-
téw maja zwiazek z indukcjq kolagenaz, aktywacja plazminogenu i stymulacja
angiogenezy przez TNF (45, 58, 124).

Badania nad stosowaniem TNF tljcznie z innymi cytokinami, a giéwnie
interferonem gamma i interleuking 2 wykazaly w przypadkach wielu nowotworéw
doswiadczalnych synergistyczne dzialanie kombinacji cytokin (35, 92). Badania
przy uzyciu modeli doswiadczalnych choroby nowotworowej, pozwolily na okre-
$lenie podstawowych kierunkéw badan klinicznych. Jednakze nie mozna w catosci
przenies¢ wnioskéw wyptywajacych z eksperymentu zwierzgcego do prowadzo-
nych badani u ludzi. Wigze si¢ to z odrgbnosciami fizjologii organizméw, a takze
réznicami pomigdzy nowotworami do§wiadczalnymi a nowotworami czlowieka jak
réwniez typem odpowiedzi organizmu na wzrost guza.

1.8.2. Proby kliniczne zastosowania TNF w chorobach nowotworowych

Techniki biologii molekularnej umozliwity uzyskanie TNF na drodze rekom-
binacji. Pozwolito to na otrzymanie preparatu, o wysokim stopniu czystosci i
aktywnosci biologicznej w ilosciach pozwalajacych na podjgcie préb klinicznych
(2, 42). W badaniach [ i II fazy klinicznej rozpoczgtych w roku 1987 analizowano
rézne drogi podawania TNF, dawkowanie, objawy toksyczne, farmakokinetyke,
oraz efekt terapeutyczny w schorzeniach nowotworowych.

1.8.2.1. Badania kliniczne I fazy

Omawiane doniesienia dotyczace badan klinicznych I fazy objely chorych,
Z Zaawansowanym procesem nowotworowym zaréwno miejscowo, jak i z obecno-
Scig odlegtych przerzutéw. W trakcie badani chorzy otrzymywali leczenie objawo-
we. Dozylne podawanie TNF polegato na ciaglym wlewie trwajgcym co najmniej
24 godziny, wleyie kroplowym trwajacym 1 do 3 godziny lub powolnych inie-
kcjach doiylny‘ch trwajacych od kilku do kilkunastu minut. Wykazano, ze przy
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wlewie 24-godzinnym w dawce 80 pg/m’ pow. ciata /dobe ( co praktycznie jest
dawka dos¢ dobrze tolerowana) poziom TNF w surowicy byt nieoznaczalny przy
pomocy testéw o czulosci 0.2 pg/ml. Okres péitrwania TNF w surowicy wynosi
26.3 minuty (128).

Dawki TNF we wlewie ciaglym wynosily od 10 do 270 ug/m2 pow. ciala/
dobe (110, 116, 146, 147). Dla tego sposobu podawania maksymalna tolerowana
dawka (MTD) wahata si¢ w granicach 160-200 ug/m2 pow. ciata/dobg , ale przy
odpowiednim sposobie roztozenia dawek w czasie, lub stosowaniu dawek rosna-
cych, MTD wzrastata do okoto 250 ug,/m2 pow. ciata/dobg.

U chorych otrzymujacych TNF we wstrzyknieciu dozylnym stosowano 40-
2000 pg/dawke co w przyblizeniu odpowiada zakresowi 23-1175 ug,/m2 pow. ciala.
MTD osiagnigto przy dawce 450-900 ug/m2 pow. ciala (43, 157). Objawami
limitujacymi wielkos¢ podawanej dawki byly zaburzenia neurologiczne (drgawki,
utrata Swiadomosci). Objawy te ustgpowaly jednakze w krétkim czasie po przerwa-
niu podawania TNF i nie pozostawily trwalych objawdw ubytkowych (136).
Najczestszymi objawami ubocznymi obserwowanymi u chorych byly: goraczka i
dreszcze, oraz uczucie zmegczenia wystgpujace u 60-100% chorych. Objawy te
dawaly sig opanowaé poprzez stosowanie niesterydowych lekéw przeciwzapal-
nych. Obserwowano réwniez zalezne od dawki podanego TNF spadki ci$nienia
tetniczego krwi, ktére nie wymagaty jednakze intensywnego leczenia. Sporadycz-
nie wystgpowaty objawy takie, jak: przejsciowe podniesienie poziomu aminotran-
sferaz w surowicy, krétkotrwata matoptytkowosé, b6l w miejscu guza pierwotnego
oraz dusznos¢ (17, 26, 95, 113, 136, 137, 167, 170).

Modyfikacja systemowego zastosowania TNF jest jego podawanie do
naczyn trzewnych. TNF podawano do tetnicy watrobowej u 12 chorych z nowo-
tworami przewodu pokarmowego, u ktorych stwierdzono przerzuty do watroby
(90, 188). Zastosowano wlew ciagly TNF w dawce 12-100 ug,/m2 pow. ciata/do-
be. U wszystkich chorych wystgpowata goraczka z dreszczami i przejsciowe podnie-
sienie poziomu enzymow watrobowych w surowicy. U dwdch chorych zanotowano
wzrost poziomu bilirubiny w surowicy do 3 mg%, a takze zalezny od dawki spadek
liczby plytek krwi. Wszystkie te objawy ustgpowaly po zaprzestaniu podawania
preparatu. Przy podawaniu domi¢$niowym w ilosci 5-200 ug/m2 pow. ciala, nie
osiggnigto MTD. U wszystkich chorych bezposrednio po podaniu wystepowata
goraczka z.dreszczami. W miejscu podania obserwowano odczyn zapalny, uste-
pujacy po 12-24 godz. Objawy uboczne nie wymagaty stosowania jakiegokolwiek
leczenia, ze wzgledu na ich niewielkie nasilenie (180).

Miejscowe podawanie TNF do guza nowotworowego w badaniach I fazy
klinicznej stosowano najczesciej w przypadku nowotworéw o duzym stopniu
zaawansowania zmiany pierwotnej. MTD wynosita okoto 100 ug/m2 pow. ciatla,
a gléwnymi efektami ubocznymi byty goraczka i dreszcze, ktdére ustgpowaty po
podaniu Srodkéw przeciwgorgczkowych. Sporadycznie obserwowano spadki cis-
nienia (6‘2, 64, 157).
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U chorych z nowotworami przewodu pokarmowego i jajnika, z rozsiewem
nowotworowym do otrzewnej, TNF podawano dootrzewnowo (32, 50, 122).
Stosowano wlewy TNF w dawkach 10-50 ug/m2 pow. ciala w roztworze 0.9%
NaCl, przez specjalnie zakladany cewnik dootrzewnowy. Zaobserwowano znacznie
wydtuzony okres péttrwania TNF w jamie otrzewnej. TNF wykrywano nawet po
24 godz. od momentu podania. Natomiast poziom TNF w surowicy byt niemierzal-
ny. U wigkszoS$ci chorych po podaniu preparatu wystgpowaty béle brzucha, ktérych
nasilenie bylo zalezne od dawki. Moze mie¢ to zwigzek z wystapieniem odczynu
zapalnego w jamie otrzewnej. U 20% chorych po 1-3 miesigcach wystapita
niedroznos¢ przewodu pokarmowego, co pociagne¢lo za sobg koniecznosé wy-
konania laparotomii. Srédoperacyjnie we wszystkich przypadkach stwierdzano
niedroznos¢ zrostowg (50). Jednakze nie da si¢ jednoznacznie odpowiedzied,
czy byl to wynik dziatania samego preparatu czy tez obecnosci cewnika
dootrzewnowego.

Badania kliniczne I fazy wykazaly, ze TNF podawany systemowo wykazuje
stosunkowo duzg toksycznosé. Objawy uboczne ograniczaja jego zastosowanie w
praktyce klinicznej.

1.8.2.2. Badania kliniczne II fazy

Badania kliniczne Il fazy objety chorych z réznymi typami nowotworéw o
znacznym stopniu zaawansowania. TNF podawano dozylnie, dootrzewnowo i
doguzowo.

W raku jelita grubego, trzustki i Zolqgdka TNF podawano dozylnie w dawkach
od 100-650 ug/m2 stosujac  najczesciej dawki wzrastajace i rézne schematy
podawania. Stosowanie dawek wzrastajacych pozwolito na uzyskanie lepszej
tolerancji preparatu. Nie zanotowano catkowitej remisji choroby (CR). Remisj¢
cze$ciwg (PR) lub zatrzymanie post¢pu choroby (SD) obserwowano u 2-20%
chorych (22, 26, 137, 157, 158). W przypadkach tych samych nowotworéw, u
chorych z obecnoscig wodobrzusza pochodzenia nowotworowego TNF podawano
dootrzewnowo w dawkach 40-400 pg/m* pow. ciala na dobe. Okres péltrwania
TNF w jamie otrzewnej wynosit 8-10 godz. U ponad 50% chorych stwierdzono
catkowity zanik wodobrzusza, u dalszych 14% zmniejsznie objetosci wodobrzusza
o polowg (122).

W raku jajnika z rozsiewem do otrzewnej stosowano ten sam sposéb poda-
wania TNF jak w przypadku nowotworéw przewodu pokarmowego (122). U
wszystkich pacjentek obserwowano catkowity zanik wodobrzusza.

Natomiast doguzowe wstrzykniecie TNF (25 ug TNF/m?) w przypadkach
migsaka Kaposiego spowodowato remisje guza u 92% chorych (62).
/Z}chgca_]a‘cy efekt leczenia zaobserwowano w przypadkach czerniaka
z%oshwego zlokalizowanego na koniczynach. Poddajac koriczyne izolowanej
perfuzp TNF w dawce 4 mg przez 90 min, przy wylgczonym krazeniu, i
melphalan uzyskano 70% przezy¢ 12-miesigcznych, przy braku objawéw
bhoroby (46, 76).



1.8.2.3. Proby zastosowania TNF {qcznie z innymi cytokinami w leczeniu
noworworow

Badania do§wiadczalne wykazatly synergistyczne dziatanie przeciwnowotwo-
rowe TNF, IL-1i IL-2 i IFN a i y, co doprowadzilo do préb zastosowania ich
facznie w leczeniu choroby nowotworowej (35, 103, 105). W badaniach 1 fazy
klinicznej chorzy otrzymywali TNF i IL-2 dozylnie (85, 144, 180). U wszystkich
chorych wyst¢powata gorgczka, w niektérych przypadkach qczjca si¢ ze skurcza-
mi tonicznymi mi¢sni szkieletowych, ktérych nie obserwowano przy podawaniu
samego TNF. U okoto polowy chorych obserwowano sinice¢ i skokowe zmiany
ciénienia krwi. MTD w tej grupie wynosita 80-120 ug TNF/m® i 2x10%j. IL-2/m®.

Podjeto réwniez préby leczenia poszczegdlnych typéw nowotworéw za
pomoca TNF z innymi cytokinami. W raku nerki TNF podawano domig¢$niowo w
dawce 50 ug/m2 , a IFNy podskdrnie w dawce 1000 ug/m* (98). Czgsciowa remisje
uzyskano u 23% chorych. W pozostatych przypadkach nie notowano istotnego
wplywu stosowanej terapii na przebieg choroby. W raku oskrzela ( z wylaczeniem
raka owsianokomoérkowego) podawano TNF w dawce 25-50 ug/m2 domig$niowo,
a IL-2 we wlewie ciggtlym w dawce rz¢du miliona jednostek na dobe (180). U
ponad 60% chorych stwierdzono cze¢sciowa odpowiedZ na stosowang terapie, a u
jednego chorego stwierdzono catkowity remisje choroby. Ponadto u wszystkich
chorych stwierdzono znaczacy wzrost aktywnosci komoérek LAK (lymphokine
activated killer) i NK (natural killer), co sugeruje aktywacj¢ wptyw uktadu immu-
nologicznego przez TNF (9, 19, 20, 25, 82, 92, 114, 182).

1.9. Podsumowanie

Z przedstawionych powyzej danych wynika, ze TNF powoduje u czgsci
chorych remisj¢ choroby nowotworowej. Brak jest jednakze obiektywnych i jed-
noznacznych kryteriéw pozwalajacych na dobdr najskuteczniejszego sposobu po-
dawania i precyzyjnych wskazan co do jego zastosowania. Nie ustalono takze
typéw nowotwordw, ktére na to leczenie mogg by¢ podatne.

Objawy uboczne stanowig istotne ograniczenie zastosowania TNF w praktyce
klinicznej. Wprawdzie wigkszos¢ z nich udaje si¢ szybko i tatwo opanowad, jednak
ograniczaja one zaréwno wielkos¢ dawki, jak i czas stosowania preparatu (44, 54).

Wigksze nadzieje wigzano z uzyciem TNF skojarzonym z innymi cytokina-
mi. Nie dalo to jednak istotnej poprawy efektow leczenia, ani nie zmniejszyto
objawow ubocznych. Wydaje si¢, ze efekty miejscowego (doguzowego) podawa-
nia TNF i innych cytokin sg stosunkowo mato poznane. Ten sposéb podawania
moze mie¢ w przyszlosci pewne zastosowanie, pozwala bowiem na osijgnigcie
wysokich stgzefi preparatu w miejscu zmiany nowotworowej przy relatywnie
mniejszych ogdélnych objawach ubocznych (63, 64, 157).



Przeglad cytowanego piSmiennictwa pozwala stwierdzié, ze z wyjatkiem
czerniaka zlosliwego nie prowadzono badan na jednym typie nowotworu. Prace
obejmujgce szerszy materiat chorych, obejmujg kilka do kilkunastu typéw nowo-
twordw o réznej lokalizacji zmiany pierwotnej. Utrudnia to blizszg analiz¢ zjawisk,
zachodzacych podczas stosowania tej formy immunoterapii.

Nowotwory o odlegtych od siebie punktach wyjscia maja z reguly rézne typy
wzrostu, inny typ ukrwienia anatomicznego, rézny kontakt z uktadem immunolo-
gicznym, inne drogi przerzutowania. Grupa nowotworéw przewodu pokarmowego
jest pod tym wzgledem stosunkowo jednorodna. Stad badania nad zastosowaniem
TNF w terapii raka zolgqdka, raka trzustki i raka jelita grubego moga pozwoli¢ na
wyciagniecie bardziej precyzyjnych wnioskéw. Z drugiej za$ strony omawiane
nowotwory nalezg do najczg¢sciej wystepujacych i p6Zzno wykrywanych, co, jak juz
Zaznaczono, stanowi istotny problem medyczny i spoteczny.



1.10. Cel pracy

Ogdélnym celem pracy jest okresSlenie, czy TNF moze by¢ przydat-
ny w immunoterapii nowotworéw przewodu pokarmowego.

Cele szczegotowe:

1. Uzyskanie hodowli linii komérek nowotworéw przewodu po-
karmowego i zbadanie ich wrazliwos$ci na cytotoksyczne dzialanie TNF
in vitro 1poréwnanie do wrazliwo$ci linii komérkowych nowotworéw
doswiadczalnych.

2. OkreSlenie aktywnoSci przeciwnowotworowej TNF w maksy-
malnie zblizonym do sytuacji klinicznej modelu przeszczepialnych
nowotwordéw doSwiadczalnych u myszy.

3. Uzyskanie modelu przeszczepialnych nowotworéw przewodu
pokarmowego cztowieka u myszy SCID i sprawdzenie wrazliwoSci
przeszczepionych nowotworéw na TNF.

4, Zastosowanie TNF w badaniach klinicznych fazy I i II w
zaawansowanych nowotworach przewodu pokarmowego.
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2. MATERIAL I METODY

Preparat ludzkiego TNF otrzymany droga rekombinacji (rTNF) uzyskano z
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w f.odzi (Program
PONT 73/43/92). i'TNF zawieszano w roztworze PBS (chlorek sodu z dodatkiem
buforu fosforanowego) z dodatkiem 0.05% albuminy ludzkiej. Preparat byt wolny
od endotoksyny (Limulus test), jalowy i posiadal aktywnos¢ 2-4 x 10 j/ml (182).
Na przeprowadzenie etapu klinicznego badan uzyskano zgod¢ Komisji Etycznej
Akademii Medycznej w Krakowie.

Czes¢ doswiadczalna

2.1. Badania nad wrazliwoScig uzyskanych linii komérek no-
wotworowych cztowieka i linii komérkowych mysich no-
wotwordw doSwiadczalnych na cytotoksyczne dzialanie
'TNF in vitro

Do badan uzyto §wiezo wyizolowanych dwdch linii komérkowych raka zotadka
i linii komorkowej raka trzustki, oraz linie komérkowe mysich nowotworéw doswiad-
czalnych.

2.1.1. Linie komdérek mysich nowotworow doswiadczalnych
Linie komérkowe nowotwordw: czerniak B16 i rak jelita grubego C26

pochodzity z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroc-
fawiu.
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2.1.2. Sposéb uzyskania linii komérek raka zotqdka i raka trzustki

2.1.2.1. Materiat

Komorki nowotworowe uzyskano od chorych z potwierdzonym histopato-
logicznie rakiem zoladka lub rakiem trzustki, leczonych w I Klinice Chirurgii
CMUJ, z towarzyszacym rozsiewem procesu nowotworowego do otrzewnej (car-
cinosis peritonei). W trakcie leczenia odbarczajacego poprzez nakhucie powlok w
lewym podbrzuszu, uzyskiwano plyn z jamy otrzewnej zawierajacy komorki
nowotworowe. Pobierano od 500-1000 ml ptynu do sterylnego naczynia szklanego,
po czym, obrébke laboratoryjng ptynu rozpoczynano w ciagu 1-3 godzin.

2.1.2.2. Uzyskiwanie komdrek nowotworowych

Komdrki nowotworowe uzyskiwano poprzez wykorzystanie ich wlasciwosci
sedymentacyjnych w niecigglym gradiencie st¢zen (Ficol Hypaque, Pharmacia,
Uppsala). Plyn z jamy otrzewnej wirowano przy przyspieszeniu 400 x g przez 5
minut. Uzyskang frakcj¢ komdérkowq zawieszano w roztworze PBS, a nast¢pnie 20
ml tej zawiesiny (1-5 x 10° komérek) nawarstwiano na 10 ml Ficol Hypaque.
Naste¢pnie proboéwki wirowano przy przyspieszeniu 400 x g przez 20 minut w
temperaturze pokojowej i aspirowano warstwg¢ komorek jednojadrzastych. Po
przeptukaniu 50 ml PBS, 10 ml zawiesiny komodrkowej (2 x 108 komorek/ml)
nawarstwiano na nieciagly gradient ztozony z 10 ml 100% i 15 ml 75% Ficol
Hypaque. Probéwki wirowano z predkoscia 1700 obrotéw na minutg, przez 5
minut, w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu komérki nowotworowe znaj-
dowaly si¢ w gérnej warstwie frakcji 75%. Poszczegdlne frakcje komérkowe
oceniano poprzez badanie mikroskopowe zawiesiny komérkowe;.

2.1.2.3. Hodowla komdrek nowotworowych

Zawiesiny komérek nowotworowych, w ktorych ilos¢ innych komérek nie
przekraczata 5% umieszczano w podtozu do hodowli RPMI 1640 (Biochrom,
Berlin) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielgcej (FCS), 2mM glutaminy, 100
j/ml penicyliny, 25 pg/ml gentamycyny i 100 ug/ml streptomycyny. Hodowlg
prowadzono w temperaturze 37°C w 5% atmosferze CO2. W ten sposéb wyizolo-
wano lini¢ komorek raka trzustki, nazywana dalej HPC (149) i dwie linie komor-
kowe raka zotadka nazwane CaV1i CaV3.

2.1.3. Ocena wrazliwosci komérek nowotworowych na cytotoksyczne dzia-
tanie rTNF

Do oceny cytotoksycznosci rTNF w stosunku do badanych komérek nowo-
tworowych uzyto testu barwienia przyzyciowego — MTT (181).

Komérki badanych nowotworéw w ilosci 3 x10* zawieszone w roztworze
RPMI 1640 z dodatkiem 2% ptodowej surowicy cielgcej (objetosé 100 pl) umie-
szczano na mikroptytce 96-dotkowej. W celu kontroli aktywnosci preparatu na



kazdej plytce umieszczano réwniez komérki linii L929 o znanej wrazliwosci na
TNF. Komérki inkubowano w temperaturze 37° przez 24 godziny. Po tym okresie
do odpowiednich dotkéw dodawano rTNF, aby uzyskac st¢zenia 1x10' - 1x10° j/ml
i aktynomycyne D do stezenia 1pg/ml. Po 24 godzinach inkubacji do kazdego dotka
dodano 20 ul MTT (bromek (3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5-difenylotetrazolium),
Sigma) na okres 4 godzin. Nastepnie podloze usuwano, a barwnik ekstrahowano
alkoholem izopropylowym z dodatkiem 0.04N HCl. Tak samo postgpowano z
kazdq z badanych linii komdérkowych.

Wynik testu odczytywano w stosunku do krzywej standardowej r'TNF za
pomoca automatycznego czytnika (Multiscan Plus, Labsystems) przy 570 nm i 630
nm. Za wskaznik cytotoksycznosci przyjeto stosunek ggstosci optycznej przy
dlugosci fali $wietlnej 570 i 630 nm w poszczegdlnych hodowlach. W badaniu
skojarzonego dziatania rTNF i lekéw cytostatycznych do podioza dodawano
chemioterapeutyki tacznie z rTNF.

2.2. Badania nad wrazliwoscig linii komorek nowotworéw na
skojarzone dzialanie rTNF i niektérych chemioterapeuty-
kéw przeciwnowotworowych in vitro

2.2.1. Komdrki nowotworowe

Do badarn uzyto nowo wyizolowanych linii komérek nowotworowych HPC,
CaV1i CaV3, ktdérych sposéb otrzymania opisano powyzej (por. 2.1.2).

2.2.2. Chemioterapeutyki przeciwnowotworowe

W tescie wykorzystano roztwory adriamycyny ADR (Pharmitalia), mitomy-
cyny MMC C (Kyowa) i S5-fluorouracylu 5-FU (Polfa) z uwagi na ich czgste
wykorzystanie w chemioterapii nowotworéw przewodu pokarmowego. Zastosowa-
no zakresy stezen lekdw wystgpujace w surowicy chorych przy podawaniu
najczesciej stosowanych dawek. Odpowiednio dla adriamycyny 0.17, 1.7 i 17
ug/ml, mitomycyny C 0.1, 1, 10 pg/ml, i 5-fluorouracylu 2.5, 25, i 250 pg/ml.

2.3. r'INF w terapii paliatywnej i adiuwancyjnej przeszcze-
pialnych nowotworow u myszy

2.3.1. Zwierzeta

Badania prowadzono na myszach wsobnych szczepéw C57BLi BALB/c pocho-
dzacych z hodowli wlasnej Polsko-Amerykariskiego Instytutu Pediatrii CMUJ. Uzyto



zwierzat dorostych, w wieku 3 miesi¢cy, o Srednim cigzarze ciata 20-25g. Zwie-
rzgta utrzymywano w standardowych warunkach w hodowli konwencjonalnej
otwarte;j.

2.3.2. Nowotwory doswiadczalne

Uzyto ustalonych linii komérkowych czerniaka B16 i raka jelita grubego C26.
Czemiak B16 zostat wykorzystany do badan z uwagi na jego udowodniona wczesniej
przydatno$¢ w modelach immunoterapii (21). Nowotwory pasazowano przez rozdrob-
nienie mechaniczne guzéw celem uzyskania zawiesiny pojedynczych komérek, ktére
zawieszano w roztworze PBS w gestosci 1 x 107 ml. Komérki nowotworowe w ilosci
2x 10° podawano zwierz¢tom podskérnie w okolicg migdzylopatkowa. Komérki czer-
niaka B16, podawano myszom szczepu C57BIl, a komérki raka jelita grubego C26
myszom szczépu Balb/c.

2.3.3 Schemat terapii

W okresie 7-10 dni po przeszczepieniu komérek nowotworowych obserwo-
wano wzrost guzéw. Do doswiadczenia wiaczono zwierzgta, u ktérych guz osiag-
nal powierzchni¢ 50 mm’ (najwigkszy wymiar podluzny x najwigkszy wymiar
poprzeczny). Sposéb podawania preparatu 'TNF 16znit si¢ w zalezno$ci od modelu
terapii i grupy (Ryc. 3).

2.3.4. Modele terapii

Grupa A ,"model terapii paliatywnej"— do tej cz¢sci eksperymentu uzyto
myszy szczepu C57Bl z guzem o powierzchni 50 mm?®. W utworzonych losowo
grupach doswiadczalnych (Ryc. 3, Tab. 4), rTNF podawano w okolic¢ guza
pg&% 3-krotne naktucia, w réznych dniach i dawkach (grupy Al - A4).

Grupa B, "model terapii adiuwancyjnej" — w tym modelu u myszy,
(C57Bl i Balb/c) z odpowiedniej wielkosci guzem (powierzchnia 50 mmz) doko-
nywano operacyjnego usunigcia zmiany nowotworowej, a nast¢pnie podawano
TNF dootrzewnowo. Przed zabiegiem zwierz¢ta znieczulano poprzez podanie
domig¢$niowe 1 mg ketaminy i 1.5 mg dehydrobenzperidolu. Nastepnie, w grani-
cach makroskopowo zdrowych, usuwano guz nowotworowy wraz z przylegajaca
skéra. Rang pooperacyjng zszywano na ghicho. Po zabiegu operacyjnym myszy
przydzielano losowo do réznych grup terapeutycznych (Ryc. 3, Tab. 4). rTNF
podawano poczawszy od drugiej doby po zabiegu co drugi dzien, az do pojawienia
si¢ wznowy nowotworu. W przypadkach gdy nie obserwowano wznowy, rTNF
podawano przez 30 dni. Poszczegélnym grupom podawano 2 lub 10 pg rTNF na
dawke. Tak wigc sumaryczna dawka wynosita 30 lub 150 pg rTNF na mysz w
zaleznosci od grupy. W grupach kontrolnych podawano sdl fizjologiczna.

Postepowanie bylo identyczne dla obu szczepéw myszy.
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Tab. 4. Liczebnosé¢ grup zwierzecych w poszczegélnych modelach terapii

[
Grupa w
(Typ nowotworu) Liczba zwierzgt w podgrupach
"A" Al A2 A3 A4 A0
(melanoma B16) 10 10 7 20 16
"B" B1 B2 BO
(melanoma B16) 15 14 9
"B" B1 B2 BO
(rak jelita grubego C26) 12 16 11
"c C1 C2 CO
(melanoma B16) 9 11 10
"C" C1 C2 CcO
(rak jelita grubego C26) 9 9 12

. J/
Grupa C, "model terapii paliatywnej wznowy nowotworowej" — po

zabiegu wycigcia guza pierwotnego (analogicznie jak w grupie B) zwierzeta
obserwowano celem okreslenia si¢ wznowy miejscowej. Podawanie rTNF rozpo-
czynano w chwili pojawienia si¢ wznowy nowotworu. Rézne dawki preparatu
(Ryec. 3, Tab. 4) podawano co drugi dzien dootrzewnowo, do momentu padnigcia
myszy. Jezeli uzyskiwano wyleczenie, preparat podawano tylko do 30 doby po
pojawieniu si¢ wznowy. rTNF podawano dootrzewnowo w objetosci 0.5 ml soli
fizjologicznej, a w grupach kontrolnych podawano samg sdl fizjologiczna.

2.3.5. Kryteria oceny

Efekt terapeutyczny oceniano na podstawie pomiaru wielkos$ci guza oraz
oceny czasu przezycia zwierzat. Zachowanie si¢ guza nowotworowego oceniano
mierzac co drugi dzier jego dlugosc i szeroko$é. Zwierzeta padte sekcjonowano i
badano histopatologicznie narzady wewne¢trzne. Zwierzgta, ktére przezyty okres
obserwacji usypiano i réwniez sekcjonowano. Za wyleczenie uznano przezycie 180
dni i brak ognisk nowotworu w badaniu sekcyjnym i histopatologicznym narzadéw
wewngtrznych zwierzat, usypianych po okresie obserwacji. Oceniano Sredni czas
przezycia wszystkich zwierzat w grupie od chwili podania komdrek nowotworo-
wych. Powierzchni¢ guza okreslano mnozac jego najwigkszy wymiar podiuzny i
najwiekszy wymiar poprzeczny (w mm). Sredni wskaznik powierzchni guza —
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Srednia arytmetyczna powierzchni guza wyrazonej w mm® u 50% zwierzat w
grupie, ktére zyly najdtuze;j.

2.3.6. Ocena statystyczna wynikow

Do oceny statystycznej wynikéw badan uzyto testu nieparametrycznego
Kruskal Wallisa. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p < 0.05.

2.4. Badanianad wrazliwoScig przeszczepialnych ludzkich no-
wotworéw przewodu pokarmowego (CaVl, CaV3, HPC)
na rTNF u myszy SCID

Badania przeprowadzono we wspotpracy z II Uniwersytetem "Tor Vergata"
w Rzymie.

24.1. Zwierzeta

Do badan uzyto myszy SCID ( Severe Combined Immunodeficiency) w wieku
6-8 tygodni. Komorki nowotworéw CaV1, CaV3 i HPC podawano zwierzetom
podskdrnie, w okolice migdzytopatkowa w ilosci 1 x 10 1 x 10° komérek. Myszy
obserwowano mierz4c co 2-gi dzien wymiar poprzeczny i podtuzny guza. Zaréwno
koszt zwierzat, jak i trudnosci w ich hodowli ograniczyty ilos¢ grup.

2.4.2. Podawanie ¥rTNF

Po uzyskaniu guzéw wielkosci minimum 5 x 5 mm zwierz¢gtom podawano
preparat '”TNF w dawce 5 pg w 100 pl soli fizjologicznej, w bezposrednie sasiedztwo
guza nowotworowego. ITNF podawano co drugi dzien, w pi¢ciu dawkach (dawka

sumaryczna 25pg). W grupach kontrolnych zwierz¢tom podawano jedynie sdl fizjo-
logiczng. Poszczegodlne grupy liczyly po 5 zwierzat i zostaly utworzone losowo.

Czes¢ Kliniczna
2.5. Badania kliniczne

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Etycznej Akademii Medy-
cznej w Krakowie.
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2.5.1. Warunki wigczenia chorych do badant

W chwili wiaczenia chorych do badan ich stan sprawnosci miescit si¢ w
I lub II grupie wedlug skali Karnofskiego. Warunkiem zakwalifikowania
chorych do badan byly parametry morfologii krwi, funkcji watroby i funkcji
nerek mieszczace sie w 0 i I stopniu wg skali ECOG WHO, wydolny uktad
krazenia i brak ostrych choréb zapalnych. Na podanie rTNF uzyskano zgodg
chorych.

2.5.2. Postgpowanie z chorymi po podaniu rTNF

Wszyscy chorzy byli badani zaréwno przedmiotowo, jak i podmiotowo przed
i po podaniu rTNF. W okresie 24 godzin, co godzing, monitorowano réwniez
ci$nienie tetnicze krwi, tetno i temperaturg. Przed oraz 24 i 48 godz. po podaniu
TNF wykonywano nastgpujace badania: hemoglobina, hematokryt, erytrocyty,
leukocytoza, plytki krwi, wskaZnik protrombiny, poziom mocznika, kreatyniny,
glukozy, AspAt, AlAt, GGTP, fosfatazy alkalicznej, bilirubiny.

2.5.3. Badania kliniczne fazy I nad doguzowym (miejscowym), przedopera-
cyjnym, podawaniem czynnika martwicy nowotworow (rTNF) u chorych z rakiem
Zotqdka i rakiem odbytnicy

2.5.3.1. Charakterystyka chorych

Do badan zakwalifikowano 34 chorych, w tym 24 chorych z rakiem
zoladka i 10 chorych z rakiem odbytnicy, zakwalifikowanych do leczenia
operacyjnego. Sredni wiek chorych wynosit 56.7 lat (35-69). Rozpoznanie
zostato ustalone na podstawie badania histopatologicznego materialu pobrane-
go drogg biopsji.

2.5.3.2. Doguzowe podawanie rTNF

I'TNF podawano pod kontrola endoskopowa, poprzez wstrzyknig¢cie preparatu
podsluzéwkowo w Sciang zotadka lub odbytnicy, w objetosci catkowitej okoto 2 ml w
obrzeze nacieku nowotoworowego, w dawkach podzielonych i podanych w 3-5 miej-
scach. Stezenie dobrano w taki sposdb, aby catkowita dawka preparatu wynosita 50-400
ug/m2 pow. ciafa. U 3 chorych z rakiem Zotadka r'TNF podawano dwukrotnie w odstepie
48-72 godzin.

2.5.3.3. Dalsze postepowanie z chorymi

Chorzy byli planowo operowani w 3-5 dobie po podaniu rTNF. W 13
przypadkach raka zoladka i 5 przypadkach raka jelita grubego przeprowadzono
zabiegi resekcyjne. U pozostatych chorych ze wzgl¢du na miejscowe zaawansowa-

nie procesu nowotworowego przeprowadzono zabiegi paliatywne bez usunigcia
masy guza.
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2.5.4. Badania kliniczne fazy 1ilIl nad dootrzewnowym podawaniem ¥rTNF
u chorych z rozsiewem procesu nowotworowego do otrzewnej

2.5.4.1. Charakterystyka chorych

Badania objety grupe 13 chorych z rozsiewem procesu nowotworowego do
otrzewnej z towarzyszacym wodobrzuszem. Sredni wiek chorych wynosit 55.6 lat
(31-79), a proporcja mezczyzn do kobiet 5/8. U 4 chorych rozpoznanie postawiono
podczas laparotomii i byli to chorzy, ktdrzy zgtosili si¢ do leczenia z rozsianym
procesem nowotworowym. Natomiast 9 chorych bylo wczesniej leczonych ope-
racyjnie, a wodobrzusze towarzyszylo nawrotowi choroby nowotworowej po okre-
sie od 6 miesi¢cy do 4 lat.

Nowotworem pierwotnym byt w 8 przypadkach rak zotqdka, w 1 przypadku
rak jajnika i zotgdka (rak Krukenberga), w 3 przypadkach rak trzustki i jeden
przypadek raka jelita grubego.

Histologicznie wszystkie nowotwory byly gruczolakorakami.

2.5.4.2. Sposob przygotowania chorych

Czterem chorym, u ktérych podczas laparotomii rozpoznano wodobrzusze
pochodzenia nowotworowego, zaktadano réwnoczesnie do jamy otrzewnej cew-
nik, jak do dializy otrzewnowej (nr Ch 12). W przypadkach gdzie nie wykonywano
laparotomii, identyczny cewnik wprowadzano do jamy brzusznej poprzez naktucie
powlok w lewym podbrzuszu. Pigciu chorym kazdorazowo przed podaniem TNF
odpuszczano 500-1000 ml ptynu z jamy otrzewnej, a pozostatym o$miu maksy-
malng mozliwg ilo$¢ (od 4.500 do 8000 ml).

2.5.4.3. Dootrzewnowe podawanie rTNF

U chorych po laparotomii podawanie rTNF rozpoczynano w 3-4 dobie po zabiegu
operacyjnym, a u chorych, u ktérych cewnik zaktadano drogg naktucia jamy brzuszne;j,
TNF podawano w kilka godzin po naktuciu. Preparat rTNF rozciericzano w objgtosci
od 100 do 500 ml i podawano dootrzewnowo w powolnym wlewie. Po podaniu
preparatu nie odpuszczano plynu z jamy otrzewnej przez okres 24 godzin.

U siedmiu chorych podano pig¢ dawek rTNF po 400 pg kazda, co drugi
dzien. U dwdch chorych podano pig¢ dawek po 200 ug rTNF co drugi dzien.
Jednemu choremu podano 3 dawki po 500 ug rTNF co drugi dziefi, a pozostalym
trzem chorym podawano codziennie dawki rosnace, od 50 do 1000 ug r'TNF przez
4-5 kolejnych dni.

2.5.4.4. Sposéb postepowania z chorymi

Ze wzgledu na wystepujacy u pierwszych 4 chorych wzrost temperatury, u
kolejnych przypadkach w chwili rozpoczecia dootrzewnowego wlewu rTNF cho-
rym podawano 5 ml pyralginy dozylnie lub 500 mg Paracetamolu doodbytniczo

(154). W trakcie i po zakonczeniu cyklu podawania rTNF, plyn z jamy otrzewne;j
badano bakteriologicznie.
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2.5.4.5. Kryteria oceny

Objawy uboczne podawania rTNF oceniano wg skali ECOG/WHO. Miejsco-
wy efekt dzialania preparatu po podaniu endoskopowym oceniano ogladajac
$rédoperacyjnie zewnetrzng powierzchnig Sciany narzadu, natomiast btong §luzowa
zotadka lub odbytnicy kontrolowano w trakcie badania histopatologicznego prepa-
ratu operacyjnego. Natomiast po zakonczeniu dootrzewnowego podawania rTNF
chorych poddano obserwacji ambulatoryjnej. Ilos¢ wodobrzusza oceniano bada-
niem USG wedlug skali Goldberga i Proto (48, 120).

2.5.4.6. Ocena czasu przezycia

Wsrdéd chorych z rakiem zotadka (por. 2.5.3.1), ktérym rTNF podawano
miejscowo wyodrgbniono grupe 13 chorych ze stopniem zaawansowania nowotwo-
ru III lub IVA wg klasyfikacji kliniczno-patologicznej Fieldinga. Poréwnano jej
prawdopodobienstwo przezycia do sparowanej grupy chorych o podobnych ce-
chach rokowniczych (Tab. 5). Krzywe prawdopodobienistwa przezycia obu grup
poréwnywano przy pomocy testu log-rank. Za poziom istotnosci przyjgto p < 0.05.

Tab. 5. Charakterystyka grupy chorych z miejscowo zaawansowanym, re-
sekcyjnym rakiem Zolqdka, ktorym podano rTNF doguzowo i

grupy kontrolnej
4 )
r'TNF i.t. | Kontrola
Grupa n=13 n=13

Wiek $redni (SD) 53.4(8.0) | 57.2(11.3)
Pte¢ M/K 7/6 7/6
Guz pierwotny T2 1 1
Guz pierwotny T3 3 3
Guz pierwotny T4 9 9
Typ histologiczny wg Laurena | 6 7
Typ histologiczny wg Laurena II 7 6
Przerzuty odlegle 2 2
Stopien III zaawansowania raka wg Fieldinga 4 4
Stopien IVA zaawansowania raka wg Fieldinga 9 9
Catkowite wyciecie zotgdka 3 3
Prawie catkowite wyciecie zotadka 10 10
Chemioterapia uzupetniajgca FAM 7 8
Chemioterapia uzupetniajgca FAM + BCG 6 5 )
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3. WYNIKI

Cze$¢ doswiadczalna

3.1. Ocena wrazliwoSci komérek nowotworowych na dziata-
nie r'TNF in vitro

Przeprowadzone badania wykazaty prawie catkowitg oporno$¢é badanych linii
nowotwordw ludzkich (CaV1, CaV3, HPC) i nowotworéw doswiadczalnych (czer-
niak B16 i rak jelita grubego C26) na dziatanie rTNF. Lini¢ L929 uzyto jako
kontroli. Linia 1929 wykazywata wrazliwos¢ na dziatanie rTNF juz przy st¢zeniu
I'TNF w podtozu okoto 1 j/ml (Ryc. 4).

Ryc. 4. Efekt cytotoksyczny rTNF w stosunku do linii komérkowych
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rTNF j/ml
- 1929 — IIPC —— CaV1——CaV} — B16 —C26
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Badane linie komérkowe, zaréwno mysich nowotworéw do$wiadczalnych
(B16, C26), jak i otrzymane linie komérkowe nowotworéw ludzkich (HPC, CaV1,
CaV3) nie wykazaly wrazliwosci na rTNF w zakresie stgzen 1-10* j/ml.

3.2. Ocena wrazliwosci ludzkich komérek nowotworowych na
skojarzone dziatanie rTNF i cytostatykow in vitro.

Przeprowadzone badania miaty na celu okresleni,g-czy istnieje synergizm w
dziataniu przeciwnowotworowym rTNF i cytostatykéw stosowanych w nowotwo-
rach przewodu pokarmowego (91). Dodanie adriamycyny do podtoza, w ktérym
inkubowano komérki nie powodowato nasilenia niszczenia komorek nowotworo-
wych. Wynik doswiadczenia (Ryc. 5) byt taki sam niezaleznie od stosowanego
stezenia chemioterapeutyku (0.17, 1.7, 17 ug/ml).

Ryc. 5. Efekt cytotoksyczny rTNF i adriamycyny w stosunku do komérek
nowotworowych

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

WSKAZNIK CYTOTOKSYCZNOSCI

0.1

0.0

0 1 10 100 1000 10000

TNF j/ml + Adriamycyna
— 1929 == HPC —CaVl — CaV3

Réwniez dodanie mitomycyny C w stezeniach 0.1, 1, i 10 pg/ml nie
powodowalo wystapienia zjawiska cytotoksycznosci (Ryc. 6 ). Jedynie S-fluorou-
racyl w wysokim stezeniu (250 pg/ml) nasilat efekt cytotoksyczny rTNF (Ryec. 7).
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WSKAZNIK CYTOTOKSYCZNOSCI

WSKAZNIK CYTOTOKSYCZNOSCI

Ryc. 6. Efekt cytotoksyczny rTNF i mitomycyny C w stosunku do komorek
nowotworowych
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Ryec. 7. Efekt cytotoksyczny rTNF i 5-fluorouracylu w stosunku do komo-
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3.3. Wplyw miejscowego (doguzowego) podawania rTNF na
wzrost przeszczepialnego czerniaka B16 u myszy C57B1
— model terapii paliatywnej (grupa A)

Jednorazowe dawki 5 i 10 ug rTNF podane doguzowo w pierwszej dobie po
osiggnigciu przez guz wymiarow 5 x 5 mm, nie powodowaty widocznego zahamo-
wania wzrostu guza, a Sredni czas przezycia wynosit odpowiednio 28.1 i 29.2 dni
(Tab. 6). Przezycia te nie réznily sig istotnie od przezy¢ w grupie kontrolnej (21.0
dni). W grupie A3 otrzymujacej doguzowo 20 ug rTNF jednorazowo czas
przezycia wynosit 32.4 dni i byt statystycznie znamiennie dluzszy (p < 0.05) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jednakze w wymienionych powyzej grupach nie
obserwowano przezycia dluzszego niz 120 dni ani nie stwierdzono wyleczenia
(Ryc. 8). Najlepszy efekt terapeutyczny zaobserwowano w grupie A4 (cztery
dawki po 10 pg rTNF). U 30% zwierzat uzyskano wyleczenie, a u dalszych 15%
czas przezycia przekroczyt 60 dni. Sredni czas przezycia w grupie A4 wynosit 66.9
dni. W poréwnaniu do grupy kontrolnej (Sredni czas przezycia 21.0 dni) jest to
réznica statystycznie znamienna (p < 0.04). W grupie A4, Sredni wskaznik
powierzchni guza ulegt redukcji do 24.0, podczas gdy we wszystkich pozostatych
grupach wzrést.

Wskazuje to, ze efekt przeciwnowotworowy rTNF, choé ograniczony, to
jednak jest zalezny zaréwno od dawki TNF, jak i sposobu podawania.

Ryc. 8. Model terapii paliatywnej — przeiycie w grupach terapeutycznych

PRZEZYCIE

1 30 60 90 120 150 180 dni

—1 x5 ug TNF @ 1x10ugTNF — 1x20puyg TNF === 4 x10 ug TNF == Kontrola
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Tab. 6. Sredni czas przeiycia, przeiycia 60 i 180-dniowe oraz Sredni
wskaZnik powierzchni guza w grupach terapeutycznych — model
terapii paliatywnej (grupa A)

[

( )
Grupa Sr.czas | Procent Procent | Sr. wskaznik pow.
przezycia |przezy¢ 60- |przezy¢ 180- | guza po okresie
+ SD (dni){ dniowych { dniowych | obserwacji (mmz)
Al (1 x 5pug rTNFi.t) |28.1, 13.7 10 0 518.2
A2 (1 x 10ug rTNF i.t.)[ 29.2, 18.1 20 0 72.1
A3 (1 x 20ug r'TNF i.t.)| 32.4, 14.8 11 0 181.0
A4 (4 x 20ng rITNF i.t.)| 66.9, 40.5 45 30 24.2
A0 (kontrola) 21.0,7.0 0 0 601.2
\ J

3.4, Wplyw dootrzewnowego podawania rTNF u myszy
C57BI na wystepowanie wznowy miejscowej, przerzutéw
odleglych oraz na czas przezycia, po zabiegu usuniecia
czerniaka B16 — model terapii adiuwancyjnej (grupa B)

3.4.1. Wznowa miejscowa

W grupie B1, tj. po zabiegu usunigcia guza pierwotnego otrzymujgcej niskie
dawki r'TNF ( 2ug), wznowa wystapita w 71.4% przypadkéw (Tab. 7). W grupie
B2 otrzymujacej wysokie dawki rTNF 10 pg) wznowa pojawila si¢ u 25% zwierzat,
podczas gdy w grupie kontrolnej BO wznowe stwierdzono u 64.2% zwierzat.
Réznica pomigdzy grupa otrzymujacq wysokie dawki TNF (B2) a pozostalymi
(B1, BO) byta statystycznie znamienna (p < 0.05). Sredni czas wystapienia wznowy
miejscowej wynosit: w grupie B2: 27.7 = 28.64 dni, w grupie B1: 19.6 = 18.14
dni, a w grupie kontrolnej 11.9 = 3.06 dni, réznice migdzy poszczegdlnymi grupami
byly statystycznie znamienne (p < 0.05).

Tab. 7. Czestosé i czas wystepowania wznowy miejscowej u myszy C57B1
po zabiegu wycigcia guza w grupach terapeutycznych

(
Grupa

Czestosé wystepowania

wznowy (%)

Czas wystepowania h
wznowy (dni)

Bl (15 x 2 ug TNF)
B2 (15 x 10 pg TNF)

@0 (kontrola)

71.4
25
64.2

19.6 = 18.6
277 = 226
119 = 3.05

J/
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3.4.2. Przerzuty odlegle

Najwigkszg czgstoSC wystgpowania przerzutow odlegltych czerniaka (ptuca,
watroba, §ledziona) stwierdzono (Ryc_.' 9) w grupie B1, ktéra otrzymywata niskie
dawki r'TNF dootrzewnowo (57.1%). Czgstos¢ ta byta znamiennie rézna (p < 0.05)
od czgstodci wystgpowania przerzutow w grupie B2 otrzymujacej rTNF w wyz-
szych dawkach (18.7%) i w grupie kontrolnej BO (7.6%). Te dwie ostatnie grupy
nie roéznity si¢ istotnie pod wzgledem czgstosci wystepowania przerzutow.

Ryc. 9. Czestos¢ wystegpowania przerzutow odleglych po zabiegu usuniecia

%o
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0

34.3.

czerniaka B16 u myszy C57B1 w grupach terapeutycznych

57.1%

18.7%
7.6%

B2 B1 BO
(ITNF 10 ng/d) (rTNF 2 ug/d) (kontrola)

Czas przeZycia

W grupie B2 otrzymujacej wysokie dawki rTNF w okresie 6 miesigcy
przezycie wynosito 50%, w grupie Bl (niskie dawki rTNF) 27.3% , a w grupie
kontrolnej 35% (Ryc. 10). Natomiast Sredni czas przezycia w powyzszych grupach
wynosit odpowiednio 112.2 + 73.32 dni, 74.1 = 42.19 dni a w grupie kontrolnej
87.6 = 71.64 dni (Ryc. 11). Réznice przezycia pomigdzy grupa B2 a grupami B1
i BO (grupa kontrolna) byly statystycznie istotne.

3.5. Wplyw dootrzewnowego podawania rTNF u myszy

Balb/c na wystepowanie wznowy miejscowej, przerzutow
odleglych i czas przezycia po zabiegu usuniecia raka jelita
grubego C26 — model terapii adiuwancyjnej (grupa B)

3.5.1. Wznowa miejscowa

W grupie B2 otrzymujacej wysokie dawki ITNF wznowe¢ zaobserwowa-
no u 31.6% zwierzat, natomiast w grupie B1 i w grupie BO (kontrolnej)
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PRZEZYCIE

Ryc. 10. Przezycie myszy C57B1 po zabiegu usunigcia czerniaka B16 w
grupach terapeutycznych
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Ryec. 11. Sredni czas przezycia myszy C57B1 po zabiegu usunigcia czernia-
ka B16 w grupach terapeutycznych
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wystapila odpowiednio u 59.6% i 70.2% zwierzat (Tab. 8). Réznica czgstosci
wystepowania wznowy pomiedzy grupa B2 a pozostalymi grupami byta staty-
stycznie istotna (p < 0.05). Podawanie rTNF nie powodowato jednak istotnego
opdZnienia wystapienia wznowy miejscowe;j.

Tab. 8. Czestosc i czas wystgpowania wznowy miejscowej u myszy Balb/c po
zabiegu usunigcia raka jelita grubego C26 w grupach terapeutycznych

r Czestos¢ wystapienia | Czas wystgpienia A
Grupa wznowy (%) wznowy (dni)
B1 (15 X 2pg TNF) 59.6 19.6 +/- 5.1
B2 (15 X 10ug TNF) 31.6 17.4 +/- 3.7
L BO (kontrola) 70.2 10.8 +/- 3.6

3.5.2. Przerzuty odlegle

Czegstos¢ wystepowania przerzutow odlegtych w grupie B1, B2 i grupie
kontrolnej byta podobna i wynosita 12.7%-14.1%.

3.5.3. Czas przeiycia

Przezycia 6-miesigczne w grupie B2 (wysokie dawki r'TNF) stwierdzono
u 47% zwierzgt (Ryc. 12), w grupie B1 (niskie dawki rTNF) u 29.2% a w
grupie kontrolnej u 35%. Sredni czas przezycia wynosil odpowiednio 106.3
= 70.32 dni, 79.7 + 54.2 dni i 92.05 + 69.73 dni (Ryc. 13). Przezycie 6-
miesi¢gczne w grupie B2 bylo istotnie statystycznie dtuzsze niz w pozostatych gru-
pach (p < 0.05).

W przypadku raka jelita grubego C26 u myszy Balb/c efekt terapeutyczny
obserwowano tylko w grupie otrzymujacej wysokie dawki rTNF. Jednak nie
stwierdzono promocji przerzutowania, jak w czerniaku B16.

3.6. Wplyw dootrzewnowego podawania rTNF na czas prze-
Zycia myszy z wznowg miejscowg czerniaka B16 i raka
jelita grubego C26 — model terapii paliatywnej wznowy
miejscowej (grupa C)

W przypadkach czemiaka B16 (Ryc. 12), w grupie C2 (otrzymujacej ITNF w
dawkach 10mg) uzyskano wyleczenie u 27.2% myszy. W pozostatych dwu grupach
(C1, CO0) wszystkie zwierzgta zgingly w okresie do 3 miesigcy (Ryc. 14).



PRZEZYCIE

Ryc. 12.

Przezycie myszy Balb/c po zabiegu usunigcia raka jelita grubego
C26 w grupach terapeutycznych
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U myszy Balb/c z rakiem jelita grubego C26, w zadnej z grup nie uzyskano
przezycia dluzszego niz 3 miesigce (Ryc. 15), a Sredni czas przezycia byt podobny
we wszystkich grupach.

Uzyskane wyniki Swiadczaq o wigkszej wrazliwosci czerniaka B16 na
dziatanie r'TNF w stosunku do raka jelita grubego C26 w prezentowanym
modelu. Potwierdzajgq one réwniez efektywno$¢ rTNF w leczeniu wznowy
NOWOtworowe;j.

Ryc. 14. Przeiycie myszy C57B1 ze wznowq czerniaka Bl16 w grupach

\ terapeutycznych
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Ryc. 15. Przeiycie myszy Balb/c ze wznowq raka jelita grubego C26 w
grupach terapeutycznych
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3.7. Wplyw doguzowego podawania rTNF na wzrost prze-
szczepialnych nowotwordw ludzkich u myszy SCID oraz
na czas przezycia zwierzgt

Ryc. 16.Przezycie myszy SCID z przeszczepionymi nowotworami ludzkimi
CaVl, CaV3, HPC
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Uzyte do badar wyizolowane od chorych linie komdrkowe CaV1, CaV3 (rak
zotadka) i HPC (rak trzustki) po wszczepieniu myszom SCID w ciqgu 5-14 dni
prowadzily do powstania guza o wymiarach 5 x 5 mm. Najwickszg dynamike
wzrostu wykazywaly komorki linii HPC (Rye. 16).

W grupach zwierzat otrzymujacych r'TNF, jak i w grupach kontrolnych obser-
wowano podobny wzrost nowotworéw (Ryc. 17).

Wskazuje to na opornos¢ badanych nowotworéw na TNF. W zaleznosci od
typu nowotworu najdluzsze przezycia siggaty odpowiednio dla zwierzat z prze-
szczepionym nowotworem HPC — 15 dni, z CaV1 — 22 dni, a z CaV3 — 23
dni.

Uzyskane rezultaty Swiadcza o wysokiej dynamice wzrostu nowotwordw ludz-
kich u myszy SCID i ich opornosci na ITNF w uzytym modelu terapii paliatywne;j.

Czes¢ kliniczna

3.8. Ocena bezpieczenstwa miejscowego, doguzowego poda-
wania rTNF u chorych z rakiem zotagdka i rakiem odbyt-
nicy

Oceniano objawy uboczne wystepujace po doguzowym podaniu rTNF u 34
chorych z rakiem Zotadka lub rakiem odbytnicy.

3.8.1. Objawy ogélne

Najczestszym, wystepujacym u wszystkich chorych objawem ubocznym byta

goraczka. Sredniq temperaturg po podaniu ITNF przedstawia Ryc. 18. W okolo
120 minut po podaniu rTNF temperatura narastata do 38.4°C i wynosita od 37.8

Ryc. 18, Srednia temperatura ciata po podaniu rTNF u chorych, u ktorych
nie stosowano premedykacji

384 3545
37.8

36.7
36.7 36.7

TEMPERATURA °C

0 60 120 180 240 300 360 min
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do 39.5°C. Gorgczka ustepowata po podaniu niesterydowych lekéw przeciwzapal-
nych (indometacyna, paracetamol).

U chorych, u ktérych leki przeciwzapalne stosowano przed podaniem rTNF
nie obserwowano istotnego wzrostu temperatury.

U zadnego chorego nie obserwowano zaburzen uktadu krazenia (spadku
ci$nienia tetniczego, zaburzen rytmu serca). U chorych nie wyst¢gpowaly nudnosci,
wymioty, uczucie zme¢czenia, ani nie zglaszali tez innych dolegliwosci, ktére
wiazaliby z podaniem preparatu.

3.8.2. Zaburzenia funkcji wqtroby

U 3 chorych w 24 godziny po podaniu rTNF wystapito podniesienie poziomu
AspAt i/lub AlAt oraz GGTP. U jednego z tych chorych obserwowano przejsciowe
podniesienie poziomu bilirubiny do 30 pmol/l. Wartosci te wrécity do normy w
nastgpnej dobie (Tab. 9).

3.8.3. Funkcja nerek

U zadnego z chorych nie obserwowano wzrostu poziomu kreatyniny i
mocznika w surowicy, krwiomoczu.

3.8.4. Morfologia krwi obwodowej

Podanie rTNF nie spowodowalo zmian ani w ilosci erytrocytéw ani w
poziomie hemoglobiny. Leukocytoza nie ulegata istotnym zmianom i miescita sig
w przedziale 4.5-7.9 tys/p.l3. Réwniez nie stwierdzono istotnego wplywu podania
r'TNF na liczbg plytek krwi.

3.8.5. Zmiany miejsowe

W ocenie Srodoperacyjnej i histopatologicznej nie stwierdzono zmian mar-
twiczych w sasiedztwie nowotworu, ani perforacji guza nowotworowego.

3.9. Ocena wplywu podawania rTNF na czas przezycia u 13
chorych z miejscowo zaawansowanym, resekcyjnym ra-
kiem zoladka

U 13 chorych otrzymujacych przedoperacyjnie rITNF stwierdzono zaawanso-
wanie nowotworu w stopniu IIT lub IVA wedtug klasyfikacji Fieldinga. Ze wzgledu
na potencjalnie najwi¢kszy wplyw podawania rTNF na chorobg nowotworowg w
tym stopniu zaawansowania, oceniano wplyw zastosowanej immunoterapii na czas
przezycia.
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Tab. 9. Poziom AspAt, AIAt, GGTP i bilirubiny wu chorych z rakiem
Zolqdka i rakiem odbytnicy przed i po doguzowym podaniu rTNF

AspAt AlAt GGTP Bilirubina
M 0 24h 48h 0 24h 48h 0 24h 48h 0 24h 48h
1 12 13 15 17 16 16 8 10 10 13 13 13
2 17 19 15 18 18 21 4 4 5 9 8 9
3 14 14 16 15 19 17 10 12 12 16 18 14
4 || x| 18|15 |0 | 2|48 |B|l12|12|1n
5 8 11 11 13 14 12 4 7 7 8 12 8
6 15 15 16 19 21 17 10 10 12 11 19 19
7 16 19 17 20 22 22 14 13 13 10 9 9
8 10 13 11 14 14 16 5 7 7 4 4 9
9 8 8 9 11 13 16 10 12 12 7 7 7
10 12 18 17 20 16 16 15 18 18 12 17 17
11 13 12 16 21 20 22 18 16 16 8 9 8
12 18 6 15 16 14 14 7 10 8 5 5 4
13 12 18 13 17 15 19 11 14 11 13 14 10
14 6 8 11 9 8 14 6 6 4 15 13 17
15 18 16 18 21 21 22 17 17 20 15 12 12
16 15 14 14 16 19 17 10 11 8 9 15 17
17 11 11 10 8 10 10 5 7 7 11 11 6
18 | 17| 3 | 1| 16| | 2|16 |18 | 18|15 |32
19 12 10 10 17 19 17 12 16 15 10 11 6
20 9 13 11 13 15 15 9 I 7 9 12 12 16
“21 14 14 17 15 13 15 10 11 17 16 12 8
22 9 10 9 11 9 13 7 8 11 19 15 12
23 |1 | 8 |18 | | x| o220 | 2| 2|11 | K415
24 13 15 11 16 15 15 10 10 12 7 9 10
25 15 16 15 19 22 22 13 11 16 18 17 18
26 18 18 17 20 19 21 21 21 16 12 12 9

Wartosci normalne: AspAt do 18 U/l, AlAt do 22

48

U, GGTP do 22 U/, bilirubina do 19 pmol/l




Ryec. 19.Prawdopodobieiristwo przeiycia u chorych z miejscowo zaawanso-
wanym, resekcyjnym rakiem Zotqdka w grupach terapeutycznych
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W okresie trzyletniej obserwacji prawdopodobienstwo przezycia chorych w
grupie otrzymujacej rTNF wynosito 68.5%. W sparowanej grupie kontrolnej

,_prawdopodobieristwo przezycia okreslono na 38.5%. (Ryc. 19). Rdéznica praw-
dopodobiefistwa przezycia miedzy grupami nie byla statystycznie znamienna (p =

0.1), prawdopodobnie z uwagi na matq liczebnos¢ grup. q

3.10. Ocena bezpieczenstwa dootrzewnowego stosowania rTNF
oraz efektu terapeutycznego w rozsiewie procesu nowo-
tworowego do otrzewnej

3.10.1. Temperatura

Jezeli chorym nie podano réwnoczesnie z rTNF srodkéw przeciwgoraczko-
wych, niezaleznie od wielkosci dawki preparatu w 60 do 120 minut po podaniu
preparatu, wystepowata goraczka z dreszczami. Przy zastosowaniu premedykacji
pyralging lub paracetamolem nie notowano tych objawdw.

3.10.2. Objawy miejscowe

U dwojga chorych po podaniu r'TNF wystapily dolegliwosci blowe w jamie
brzusznej, ktérym nie towarzyszyly objawy otrzewnowe. Ustepowaly one po podaniu
srodkéw rozkurczowych i przeciwbdlowych. Nie obserwowano powiklan zwigzanych
z zakladaniem i obecnoscig cewnika dootrzewnowego, ani zakazenia wadobrzusza.

3.10.3. Ulkdad krgzenia

W trakcie podawania rTNF nie zaobserwowano u zadnego z chorych obja-
woéw dekompensacji uktadu krazenia. U 3 chorych, ktérzy mieli niskie ciSnienie
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tetnicze krwi (90-105 mmHg) przy podawaniu preparatu wystgpowaty spadki
ci$nienia, jednak bez dalszych ujemnych skutkéw.

3.10.4. Czynnosc wqtroby

W jednym przypadku u chorej z licznymi przerzutami nowotworu do watroby
wystapil istotny wzrost poziomu transaminaz, przy normalnym poziomie bilirubiny. U
pozostatych chorych nie wystgpowaly istotne zmiany funkcji watroby.

3.10.5. Czynnosc nerek

We wszystkich przypadkach diureza dobowa byta prawidtowa. Poziom
kreatyniny w surowicy miescit si¢ w granicach normy. U 2 chorych nastapit wzrost
poziomu mocznika w surowicy do 17 i 24 mmol/l. Jednak wyjsciowo u tych
chorych poziom mocznika w surowicy byl na gérnej granicy normy.

3.10.6. Czas przezycia

Sredni czas przezycia chorych, ktérym podawano rTNF wynosit okoto 6
tygodni (48 godz. do 13 tygodni)

3.10.7. Paliatywny efekt terapeutyczny

U 2 chorych w przypadku raka zotadka stwierdzono catkowity zanik wodo-
brzusza w 8-tygodniowym okresie obserwacji. W jednym przypadku stwierdzono
niewielks ilo§¢ ptynu po 4 tygodniach po zakoriczeniu podawania rTNF (czas
przezycia 5 tygodni).

U pozostatych chorych nie stwierdzono zahamowania narastania wodobrzu-
sza. Tak wigc paliatywny efekt terapeutyczny osiggnicto jedynie u czesci chorych,
przy braku istotnych objawéw ubocznych.
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4. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty:

— opornos¢ badanych linii komoérek nowotworéw doswiadczalnych oraz
wyizolowanych od chorych linii komdrek nowotworéw ludzkich na cytoto-
ksyczne dziatanie rTNF w warunkach in vitro

— synergistyczny efekt dziatania przeciwnowotworowego rTNF i 5-Fluoroura-
cylu w niektdrych przypadkach komdrek raka zotqdka w warunkach in vitro.
Takiego efektu nie obserwowano w skojarzeniu rTNF i Adriamycyny oraz
Mitomycyny C

— aktywnos$¢ terapeutyczng preparatu rTNF w eksperymentalnych modelach
in vitro terapii adiuwancyjne;j i paliatywne;j

— brak istotnych efektow toksycznych miejscowego (doguzowego) podawania
rTNF w przypadkach raka zoladka i raka odbytnicy

— przedluzenie przezycia chorych z rakiem zotadka, ktérym przedoperacyjnie
podawano doguzowo rTNF

— paliatywny efekt terapeutyczny dootrzewnowego podawania ITNF u czesci
chorych z wodobrzuszem pochodzenia nowotworowego.

Ocenie wrazliwos$ci na cytotoksyczne dziatanie rTNF poddano linie komé-
rek nowotworowych uzyte do dalszych badan in vivo. Wykazana opomosé
badanych komérek nowotworéw doswiadczalnych na szeroki zakres stezen
ITNF potwierdzita wczesniej publikowane dane (41). Jednak w innych badaniach
(10, 173, 60) stwierdzono, ze TNF hamuje wzrost hodowli czerniaka B16 in vitro.
Efekt cytotoksyczny uzyskiwano kojarzac TNF z cytostatykami (10, 60) lub
cytokinami (173).

Cytotoksyczne oddziatywanie TNF w stosunku do komérek czerniaka B16
w warunkach in vitro opisywano dotgd jedynie w eksperymentach bardziej ztozo-
nych. Wéwczas komdérki nowotworu znajdowaly sie¢ w kohodowli ze zdrowg
tkanka ptodowg (84) lub byly poddawane dziataniu makrofagéw stymulowanych
BCG (70).



Interesujagcym jest fakt, ze czerniak B16 mimo braku wrazliwosci na TNF
in vitro, przeszczepiony myszom C57Bl wykazuje wrazliwos¢ na te cytoking.
Podanie myszom z czerniakiem B16 TNF, zar6wno dootrzewnowo, jak i doguzowo
prowadzito do zahamowania wzrostu lub regresji guza (21, 38). Opisywane wyzej
zjawiska opisywano tez stosujac niektére muteiny TNF (43). Réwniez wrazliwos¢
na TNF moze rézni¢ sig wsrdd poszczegdlnych klonéw czerniaka B16 (43).

Podobnie linie komérek nowotwordw ludzkich w czesci przypadkéw wyka-
zuja oporno$¢ na dziatanie TNF in vitro (41, 185), co nie implikuje jednoznacznie
braku efektu tej cytokiny w warunkach in vivo (42, 190).

Zaréwno niniejsze, jak i inne badania wykazaly, ze dziatanie przeciwno-
wotworowe TNF zwigzane jest nie tylko z bezposrednim cytotoksycznym uszko-
dzeniu komoérki nowotworowej, ale i réwniez z aktywowaniem szeregu
mechanizméw immunologicznych gospodarza i indukcji zmian w mikrosrodowi-
sku guza, a zwtaszcza ukfadzie naczyniowym. TNF powoduje aktywacje¢ komérek
uktadu immunologicznego, w tym monocytdw, i komorek NK (72, 36, 112, 123).
Indukuje réwniez produkcje innych cytokin (49). Potgguje to efekt przeciwno-
wotworowy, gdyz TNF i inne cytokiny dzialajg synergistycznie (72, 96, 178).
Zaréwno egzogenny, jak i endogenny TNF hamuje angiogenez¢ w obrgbie nowo-
tworu, co ogranicza wzrost guza (131).

Szereg badan wskazuje, Ze TNF moze wykazywac synergistyczne dzialanie
przeciwnowotworowe z niektorymi lekami cytostatycznymi (3, 18, 61, 140).
Stanowilo to podstawe do oceny wrazliwosci uzyskanych linii nowotworéw ludz-
kich (HPC, CaV1 i CaV3) na dziatanie r'TNF w skojarzeniu z adriamycyna,
mitomycyna C i S-fluorouracylem. Stwierdzony efekt synergistycznego dziatania
'TNF i 5-FU w stosunku do komdrek linii raka zotadka i raka trzustki
wystepowat jednakze dopiero przy wysokim stgzeniu 5-FU (250 pg/ml). Potwier-
dza to obserwacje Shillera i Bittnera (139), ktérzy obserwowali synergizm TNF
i 5-FU in vitro w przypadku komérek raka jelita grubego. Same cytostatyki w
badanym zakresie st¢zen nie miaty wptywu na zachowanie si¢ badanych komoérek
nowotworowych in vitro.

Natomiast tqczne stosowanie 1TNF z ADR lub MMC nie prowadzilo do
zahamowania wzrostu komdrek nowotworowych. Jednak w badaniach wykorzy-
stujacych model przeszczepionego ludzkiego raka jelita grubego myszom "nude"
obserwowano synergizm dziatania ADR i TNF (89). Musi mie¢ to zwiazek z
innymi mechanizmami zachodzacymi w warunkach in vivo. W badaniach z
uzyciem linii komérkowych raka jelita grubego (in vitro) opisywano efekt krzyzo-
wej opornosci tych komdrek na dziatanie TNF i ADR (189).

Zaobserwowane zjawisko synergistycznego dziatania 5-FU i rITNF moze
stanowié probg wyjasnienia korzystnych wynikéw préb klinicznych immunoche-
mioterapii obejmujacych potqczenie 5-FU i niespecyficznych modulatoréw
immunologicznych (5-FU+BCG, S5-FU+Decaris) (118, 119, 141). Nalezy przy
tym zauwazyd, ze 5-FU dziata stosunkowo stabo immunosupresyjnie.
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Zastosowane w niniejszych badaniach modele eksperymentalne miaty na celu
symulacj¢ najczegsciej spotykanych rodzajéw terapii przeciwnowotworowej. Mo-
del A — doguzowego podawania rTNF byt prébg doswiadczalng leczenia paliatywne-
go na drodze miejscowej immunoterapii. W modelu B symulowano sytuacje leczenia
adiuwancyjnego po zabiegu wyci¢cia guza, a w modelu C sytuacje paliatywnego
leczenia wznowy nowotworowej po zabiegu operacyjnym. Wigkszo$¢ opisywanych w
literaturze badan jest opartych na modelu A, natomiast nieliczne doswiadczenia dotycza
leczenia adiuwancyjnego lub leczenia wznowy (125). Opisane wyzej modele ekspery-
mentalne moga stanowié podstaw¢ do oceny przydatnosci TNF i innych cytokin, czy
immunomodulatoréw w leczeniu nowotwordw.

Wielu badaczy wyraza poglad, zZe eksperymentalne modele choroby
nowotworowej wnoszq szereg informacji pozwalajacych na ocen¢ badanego mo-
delu immunoterapii ludzkich nowotwordw. Panuje przy tym rozbiezno$¢ po-
gladéw co do ich znaczenia dla praktyki klinicznej (172, 174). Badania na
modelach zwierzgcych pozwalajg  oceni¢  aktywnos$¢ przeciwnowotworowsq
testowanego preparatu, sposéb dawkowania i mechanizmy dziatania przeciwno-
wotworowego badanej substancji. Mozliwos¢ ekstrapolacji tych danych do ba-
dan klinicznych w duzej mierze zalezy od wiasciwego doboru modelu zwierzece-
go oraz od charakteru badanego preparatu (np. syntetyczne zwiazki chemiczne,
cytokiny, biopreparaty). W przypadku ludzkich cytokin niektére wykazujg bardzo
zblizone dziatanie u myszy i u cztowieka (IL-2, TNF), a dziatanie innych (IL-6,
IFNy) r6zni si¢ w mniejszym lub wiekszym stopniu (174).

Wybér modeli syngenicznych guzéw nowotworowych i przeszczepialnych
nowotworéw ludzkich u myszy SCID pozwolit na sledzenie efektéw dziatania
przeciwnowotworowego rTNF oraz na prébe¢ oceny wplywu na nie mechanizméw
immunologicznych gospodarza.

Pomimo braku bezposredniego efektu cytotoksycznego in vitro (Ryc.
4) r'TNF posiadal zdolnos¢ hamowania wzrostu doswiadczalnych guzéw nowo-
tworowych. Przeprowadzone badania wykazatly, ze przeciwnowotworowe dziata-
nie r'TNF bylo zalezne od zastosowanej dawki i masy komérek nowotworowych w
organizmie. Efekt przeciwnowotworowy byl wiekszy po zredukowaniu masy
nowotworu przez zabieg operacyjny, a wigc w modelu terapii adiuwancyjne;.

Dziatanie rTNF wykazano in vivo réwniez w przypadkach nowotwordéw,
ktérych komérki w warunkach in vitro byty niewrazliwe na TNF. TNF wykazy-
wat efekt przeciwnowotworowy zaréwno w modelu terapii adiuwancyjnej, jak i
paliatywnej. Potwierdza to wczesniejsze doniesienia wykazujace wrazliwosé prze-
szczepionego czerniaka B16 na TNF (10, 21, 38).

W czerniaku B16 u myszy rTNF podany doguzowo wykazywat dzialanie
przeciwnowotworowe zalezne od dawki preparatu i schematu podania. Dawka 10
i 20 pg podana jednorazowo nie miata efektu przeciwnowotworowego, natomiast
dawka 40 pg podana w 4 wstrzykni¢ciach prowadzita do wyleczenia u 30%
zwierzat.
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W analogicznym modelu eksperymentalnym opisanym w literaturze (21)
okoto 30% wyleczen uzyskano podajac doguzowo 10 dawek po 5 pg rTNF. Jak
wynika z innych doniesien, korzystniejszy efekt terapeutyczny uzyskiwano koja-
rzac TNF z interferonem y (132, 21) w przypadku czerniaka B16, jak réwniez
innych nowotwordéw (105).

Efekt terapeutyczny uzyskany w grupie A4 (4 x 10 ng rTNF) modelu terapii
paliatywnej byt réwniez poréwnywalny do efektu zabiegu operacyjnego wycigcia
czerniaka B16 o tym samym stopniu zaawansowania (grupa BO).

Druga cze$é eksperymentu (grupa B) symulowata model terapii adiuwancyj-
nej. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze systemowe (dootrzewnowe) podanie rTNF po
zabjegu wyciecia guza poprawia przezycia zaréwno w przypadkach czerniaka B16,
jak i raka jelita grubego C26 . Dotyczy to zastosowania wysokich dawek rTNF (grupa
B2) w obu typach nowotworu. W grupach gdzie stosowano pi¢ciokrotnie nizsze da-
wki rTNF (B1) nie stwierdzono efektu przeciwnowotworowego. Potwierdza to donie-
sienie, ze dootrzewnowe podawanie TNF w modelu przeszczepialnego czerniaka
B16 (21, 38, 43) nie ma wptywu lub jest on nieznaczny. Jednak w cytowanych pracach
nie usuwano guza nowotworowego przed podawaniem TNF. Fakty te wskazujq, ze
efekt terapeutyczny TNF zalezy od zastosowanej dawki preparatu i wielkosci zmiany
pierwotne;.

W modelu terapii adiuwancyjnej przeszczepialnego czerniaka B16 stwierdzo-
no promocj¢ przerzutowania w grupie otrzymujacej niskie dawki rTNF. Tego
zjawiska nie obserwowano w grupie otrzymujacej wysokie dawki rTNF. Taka
zalezno$¢ promocji przerzutowania od dawki rTNF nie byta do tej pory opisy-
wana. Zjawisko nasilenia powstawania przerzutéw byto opisywane przez auto-
réw stosujacych model melanoma B16/C57Bl (110, 94, 80) , jak réwniez w
przeszczepialnych nowotworach ludzkich u myszy nude (106, 112). Jednak publi-
kowane dotychczas wyniki dotyczyty przerzutéw uzyskiwanych poprzez dozylne
podanie komorek nowotworowych. W tych przypadkach wptyw na ilos¢ przerzu-
tow miat czas, w ktérym komdrki nowotworu poddano inkubacji z TNF przed
dozylnym ich podaniem.

Natomiast omawiane wyniki wiasne dotyczq przerzutéw spontanicznych, co
lepiej odzwierciedla naturalny przebieg choroby nowotworowej. Interesujace
jest, Ze w innych doniesieniach opisywano regresj¢ przerzutow czerniaka B16 pod
wplywem dziatania TNF (131, 37). Nalezy jednak zauwazyc¢, ze pomimo zwigkszo-
nej czestosci wystegpowania przerzutéw w grupie Bl nie obserwowano skrécenia
czasu przezycia w stosunku do grupy kontrolne;j.

Jak si¢ wydaje, promocja przerzutéw moze mie¢ zwigzek z martwica mi-
kroognisk nowotworu pozostalych po usunigciu pierwotnej masy guza i uwolnie-
niem do krazenia komoérek nowotworowych, wtasciwosciami TNF jako induktora
kolagenazy wewnatrz guza nowotworowego i aktywatora plazminogenu (45,
58), zwigkszeniem zdolnosci adhezji komorek nowotworowych do srédbtonka na-
czyn (11, 110, 124), zwigzane ze zwigkszong ekspresja molekut adhezyjnych (94)
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i nowotworzeniem naczyn (49). Prawdopodobnie przy podawaniu duzych dawek
TNF efekt przeciwnowotworowy przewaza nad efektem promocji przerzutowania.

Wobec faktu, Ze promocja przerzutéw nie wystgpowata u myszy Balb/c z
rakiem jelita grubego C26 i braku istotnego wptywu niskich dawek rTNF na
przezycie zwierzat, znaczenie wzmozenia przerzytowania w grupie B1 (u myszy
C57B1) nie jest jasne.

W przypadkach wznowy miejscowej czerniaka B16 (grupa C) efekt prze-
ciwnowotworowy rTNF stwierdzono przy stosowaniu duzych dawkek (grupa C2).
Natomiast w innych grupach zwierzat z przeszczepionym czerniakiem B16 i
rakiem jelita grubego C26 tego efektu nie obserwowano. Moze to Swiadczy¢ o
potencjalnej skutecznosci rTNF w leczeniu wznowy nowotworowej. Wyniki te
pozostaja w zgodnoSci z oméwionymi wyzej efektami terapii adiuwancyjnej,
gdzie najwickszy wptyw rTNF obserwowano w grupie myszy z przeszczepio-
nym czerniakiem B16 otrzymujacych wysokie dawki preparatu. Jednak efekt
dziatania rTNF byl mniej wyrazony w grupie A i w grupie C niZ w grupie B.
Potwierdza to o zaleznos¢ efektu terapeutycznego nie tylko od dawki rTNF, ale i
od masy nowotworu.

Sumujac, wszystkie badania dostarczyly dowoddéw na efektywnos¢ terapeu-
tyczng ITNF w modelach terapii paliatywnej i adiuwancyjnej w przypadku do-
$Swiadczalnych nowotworéw mysich, nawet, gdy byly one oporne na dzialanie
I'TNF in vitro.

Komérki ludzkich linii raka trzustki i zoladka HPC, CaV1 i CaV3 przeszcze-
pione myszom SCID wykazywaly duza dynamik¢ wzrostu w poréwnaniu do linii
komérkowych opisywanych w literaturze (140, 154). Moze to Swiadczyé o duzej
zlosliwosci nowotworéw, z ktérych uzyskano badane linie. W przeprowadzonych
badaniach nie obserwowano wplywu podawania rTNF na wzrost guzéw, pomimo sto-
sowania potencjalnie skutecznego schematu podawania rTNF dobranego na podsta-
wie modelu czerniaka B16 u myszy Balb/C. Podawanie rTNF nie miato rowniez
wplywu na czas przezycia zwierzat. Moze to swiadczyé o opomosci badanych
nowotwordw na TNF, zwlaszcza ze takq opornos¢ wykazano wczesniej w warun-
kach in vitro. Posrednio pozostaje to w zgodzie z poprzednim wnioskiem, ze TNF
in vivo dziata prawdopodobnie w drodze aktywacji uktadu immunologicznego
gospodarza, co nie zachodzi u myszy SCID. Badania te, cho¢ ograniczone do
dwdéch typéw nowotwordw przewodu pokarmowego wskazuja, ze immunobiologia
nowotworéw mysich i ludzkich jest istotnie rézna i wyniki eksperymentdéw zwie-
rz¢cych nie moga by¢ automatycznie przenoszone do sytuacji klinicznych.

Wykazanie pewnej aktywnosci przeciwnowotworowej preparatu rTNF w
przedklinicznej fazie badani doprowadzito do zaplanowania i przeprowadzenia préb
klinicznych fazy I i Il. Stwierdzona lepsza skutecznosé¢ miejscowego podawania
preparatu w poréwnaniu z systemowym podawaniem rTNF sugerowala zasto-
sowanie miejscowego (doguzowego i dootrzewnowego) podawania tego prepara-
tu w fazie klinicznej badan.



Metoda doguzowego podawania substancji o dziataniu przeciwnowotworo-
wym jest uznana za bezpieczng i jest z powodzeniem stosowana w wielu osrod-
kach celem podawania np. cytostatykéw (28). Znalazta ona réwniez zastosowanie
w prébach leczenia nowotwordw przewodu pokarmowego, np. podawanie pre-
paratu  OK432 (100, 165). Zaréwno we wiasnych obserwacjach, jak i danych z
piSmiennictwa nie stwierdzono istotnych powiktan miejscowych, tj. perforacji
przewodu pokarmowego (56, 64, 165).

Nalezy zauwazy¢ przy tym, ze przy dozylnym stosowaniu TNF nie
obserwowano efektéw lokalnego uszkodzenia naczyn (97). Réwniez podawa-
nie podskdrne, gdzie stosowano dawki podobne do uzytych w przedstawianych
badaniach (5-200 ug/m® pow. ciala) Iaczylo si¢ jedynie z niewielkim odczynem
zapalnym w miejscu wstrzykni¢cia TNF. Odczyn ten ustepowat po 12-24 godz.
(164).

Z objawdéw ogdlnych po miejscowym podaniu rTNF, obserwowano jedynie
goraczke, natomiast nie wystgpowaty inne objawy opisywane po dozylnym poda-
waniu TNF (spadek cisnienia, drgawki) (97, 137, 154). Nie osiagnigto maksymal-
nej tolerowanej dawki (MTD), przy czym maksymalna podana dawka wynosita
400 !,tg/m2 pow. ciala. Inne badania wykazaty, ze przy zastosowaniu podawa-
nia dozylnego MTD waha si¢ w granicach 160-300 ug/m2 pow. ciata (97, 136).
Obserwowane zaburzenia funkcji watroby sq poréwnywalne do obserwacji uzy-
skanych przy podawaniu TNF do jamy otrzewnej lub do tetnicy watrobowej.
Wydaje sig, ze TNF moze wplywa¢ na funkcje watroby zwlaszcza gdy jest
podawany w obrebie dorzecza zyly wrotnej. Jego prawdopodobnym mechani-
zmem dzialania jest blokowanie niektdérych uktadow enzymatycznych, a w tym
uktadu cytochromu p450 (18, 122, 186). Przedstawione dane o bezpieczefstwie
doguzowego podawania preparatu pozostaja w zgodnosci z obserwacjami Na-
kazawy i in. (100), ktorzy stosujac u chorych =z zaawansowanym rakiem
zolagdka preparat immunostymulacyjny OK432 stwierdzili brak istotnych ogél-
nych i miejscowych objawdw ubocznych. Wystgpowanie stosunkowo nieznacz-
nych objawéw ubocznych przy podawaniu relatywnie wysokich dawek TNF
doguzowo moze sugerowaé wzglednie mate wchtanianie TNF do krazenia. Moze
to sugerowac, ze TNF osiaga wysokie stgzenie w tozysku guza, co moze mieé
istotne implikacje terapeutyczne. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze doguzowe poda-
wanie preparatu rTNF jest dobrze tolerowane, nie prowadzi do wyst¢powania
istotnych ogdlnych objawéw ubocznych jak i powiktan miejscowych. Stwarza to
mozliwos¢ podjecia badan klinicznych II fazy u chorych z nieoperacyjnym rakiem
Zofadka.

Prawdopodobienstwo przezycia u chorych z grupy IIT i IVa kliniczno-pato-
logicznego zaawansowania raka, ktérym przedoperacyjnie podawano rTNF wyno-
sito 68.5%, a w grupie kontrolnej do 38.5%. Swiadczy to o potencjalnym efekcie
leczniczym rTNF podawanego przedoperacyjnie, doguzowo. Jednak réznica prze-
zy¢ 3 letnich w grupie chorych otrzymujacych doguzowo rTNF i w grupie kon-
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trolnej nie byla statystycznie znamienna, by¢ moze ze wzgledu na niewielka
liczebnos¢ grup. Nalezy zauwazyc¢ réwniez, ze grupa kontrolna nie zostata dobrana
losowo, lecz zostata utworzona retrospektywnie. Jednak w doborze grupy uwzgle-
dniono szereg czynnikéw rokowniczych (117), postgpujac tak, aby pod ich wzgle-
dem grupy byly maksymalnie zblizone. Prawdopodobny mechanizm dziatania
TNF jest zwiazany ze stymulacjg uktadu immunologicznego w okresie okotoope-
racyjnym lub niszczeniem mikroprzerzutéw w regionalnych we¢ztach chtonnych.
Jednakze dla potwierdzenia wplywu na przebieg choroby nowotworowej, dogu-
zowego podawania TNF przedoperacyjnie, konieczne jest przeprowadzenie kon-
trolowanej préby klinicznej.

Wodobrzusze jest jednym z objawdw terminalnej fazy choroby nowotwo-
rowej przynoszacym choremu znaczne dolegliwo$ci. Dotychczasowe metody le-
czenia objawowego sgq malo skuteczne i rzadko przynoszg dhuzej trwajacy efekt.
Naktucie jamy otrzewnej i odpuszczenie ptynu wprawdzie przynosi natychmiasto-
wg ulge choremu, niemniej jednak wodobrzusze nawraca w ciggu kilku dni. W
przedstawionych badaniach podjeto probe dootrzewnowego podawania rTNF w
celu zahamowania procesu powstawania wodobrzusza. Zwracano uwagg na obja-
wy toksyczne po dootrzewnowym zastosowaniu rTNF, jak réwniez efekt tera-
peutyczny zastosowanego modelu terapii. Przy podaniu dawki jednorazowej 400
ug (230-300 ug,/m2 pow. ciala) nie obserwowano istotnych objawéw ubocznych.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze dozylne podanie takiej dawki rTNF powoduje z
reguty trudne do opanowania spadki cisnienia tgtniczego krwi i zaburzenia neu-
rologiczne (133, 157). Réwniez nie obserwowano wplywu podawania TNF na
poziom leukocytozy i ptytek krwi, co wystgpuje przy podawaniu systemowym.
Wzrost u dwu chorych poziomu mocznika w surowicy mozna wigzaé z tym,
ze juz wczesniej obserwowano u tych chorych tendencje do wysokich pozioméw
mocznika, co prawdopodobnie ma zwiazek ze schytkowym okresem choroby
nowotworowej. Obserwujac czas przezycia chorych i dynamike postgpu choro-
by nie stwierdzono istotnych réznic w stosunku do innych chorych z rozsiewem
procesu nowotworowego. Uzyskane zmniejszenie wodobrzusza u 3% chorych
jest zblizone do wynikéw innych osrodkéw (20-60%) (122, 142). Jak si¢ wydaje,
redukcja wodobrzusza jest rGwniez zwiazana z typem nowotworu, a przedstawio-
ny material rézni si¢ pod tym wzgledem od dotychczas prezentowanych duzg
iloscia przypadkow raka zotadka. Jednak ostateczna ocena efektywnosci do-
otrzewnowego podawania TNF begdzie mozliwa przy poszerzeniu materiatu
chorych i ujednoliceniu dawki i schematu postepowania.

Wykazana w badaniach aktywnos¢ przeciwnowotworowa rTNF zaréwno w
modelach doswiadczalnych, jak i klinicznych przy jednoczesnym braku istotnych
efektéw ubocznych moze byé przyczynkiem do prowadzenia dalszych badaf,
celem ustalenia wskazan i efektywnosci terapeutycznej TNF w chorobie nowotwo-
rowe;j.
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S. WNIOSKI

Stwierdzono oporno$¢ komérek badanych linii nowotworéw doswiadczalnych
i linii wyizolowanych od pacjentéw z chroba nowotworowgq na dziatanie TNF
w warunkach in vitro.

W badaniach in vitro stwierdzono synergistyczne dziatanie TNF i wysokich
dawek S-fluorouracylu w niszczeniu komorek raka zotqdka.

Opracowane modele eksperymentalne odzwierciedlajq najczgsciej spotykane
sytuacje w praktyce klinicznej.

W przeprowadzonych doswiadczeniach na myszach potwierdzono aktyw-
nos¢ przeciwnowotworowg TNF zaréwno przy podawaniu doguzowym w
terapii paliatywnej, jak i w modelu leczenia wznowy miejscowe;j.

W modelu terapii paliatywnej i adiuwancyjnej stwierdzono zaleznos$¢ efektu
przeciwnowotworowego od dawki TNF i wielkosci zmiany pierwotnej.

W przypadkach raka zoladka i raka odbytnicy doguzowe podawanie TNF w
drodze endoskopii jest bezpieczne i nie powoduje istotnych objawdéw ubocz-
nych.

Prawdopodobienstwa przezycia chorych z miejscowo zaawansowanym resek-
cyjnym rakiem zotadka jest wyzsze w grupie, ktorej przedoperacyjnie poda-
wano doguzowo TNF.

Dootrzewnowe podawanie TNF u chorych z wodobrzuszem pochodzenia

nowotworowego jest bezpieczne i u cz¢sci chorych pozwala na uzyskanie
paliatywnego efektu terapeutycznego.
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9. Dalsza ocena efektéw klinicznych wymaga kontrolowanych badan prospe-
ktywnych.

Podsumowujac, przeprowadzone badania moga sugerowacé mozliwos¢ popra-
wy efektéw leczenia nowotworéw przewodu pokarmowego poprzez wprowadze-
nie TNF do immunoterapii adiuwancyjnej, jak i paliatywnej. Najkorzystniej- szym
rozwigzaniem wydaje si¢ miejscowe (doguzowe) podawanie TNF ze wzgledu na
nikle objawy uboczne i prawdopodobienstwo uzyskania istotnego efektu tera-
peutycznego. Badania te mogq réowniez sugerowac, ze skojarzenie chemioterapii
z podawaniem TNF moze przynies¢ korzystne rezultaty. Niniejsze badania mogg
uzasadni¢ podjecie dalszych badan nad zastosowaniem TNF w leczeniu nowo-
tworéw przewodu pokarmowego.
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6. STRESZCZENIE

Dazenie do poprawy wynikow leczenia choréb nowotworowych sklania do
poszukiwania nowych, bardziej skutecznych metod terapeutycznych. Jedng z mo-
zliwodci leczenia nowotworéw jest immunoterapia polegajaca na wykorzystaniu
mechanizméw odpornosciowych w zwalczaniu choroby nowotworowej. Z chwilg
wykrycia cytokin, substancji regulujgcych funkcje uktadu immunologicznego i
poznania ich posredniego i bezposredniego dzialania przeciwnowotworowego
podjeto préby oceny ich przydatnosci w leczeniu nowotworéw. Jedng z cytokin o
dziataniu przeciwnowotworowym jest czynnik martwicy nowotwordéw alfa (TNF).
W przedstawianej pracy podjeto probe oceny przydatnosci TNF w leczeniu nowo-
tworéw przewodu pokarmowego. Badania przeprowadzono w dwéch fazach,
doswiadczalnej i klinicznej. W czesci doswiadczalnej badano wrazliwosé na dzia-
tanie TNF komdrek nowotwordw doswiadczalnych (czerniaka B16 i raka jelita
grubego C26) oraz wyizolowanych od chorych linii komérkowych nowotwordw
ludzkich (raka zotadka i raka trzustki).

Badano réwniez efekt dziatania TNF w eksperymentalnych modelach zwie-
rzecych terapii paliatywnej i adiuwancyjnej oraz modelu terapii paliatywnej wzno-
wy nowotworowej. Oceniano tez wptyw podawania TNF na wzrost nowotworéw
ludzkich przeszczepionych myszom SCID. Uzyskane wyniki w czgsci doswiadczal-
nej stanowily podstawe do przeprowadzenia badan klinicznych fazy I i fazy II.

W tej czgsci badan oceniano objawy uboczne i efekt terapeutyczny po
miejscowym podawaniu TNF. Preparat podawano doguzowo u chorych z rakiem
zoladka i rakiem odbytnicy i dootrzewnowo chorym z rozsiewem nowotworowym
do otrzewnej i wodobrzuszem. Do badan uzyto preparatu ludzkiego TNF otrzyma-
nego drogg rekombinacji (r'TNF) uzyskanego z Centrum Badan Molekulamych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi.

Przeprowadzone badania wykazaty opornos¢ badanych linii komérek nowo-
tworéw doswiadczalnych oraz wyizolowanych od chorych linii komdrek nowotwo-
réw ludzkich na cytotoksyczne dziatanie rTNF w warunkach in vitro. Opomosé
obserwowano w szerokim zakresie st¢zen rTNF wielokrotnie przekraczajacym

60



stezenie, przy ktérym widoczny jest efekt cytotoksyczny w stosunku do wrazliwe;j
linii L929. Stwierdzono jednak synergistyczny efekt dzialania cytotoksycznego
ITNF i 5-Fluorouracylu, ktéry obserwowano w przypadkach linii raka Zoladka.
Takiego synergizmu nie obserwowano dodajac )ﬁf" przy uzyciu Adriamycyny i
Mitomycyny C. Stwierdzony efekt moze w cz¢sci ttumaczy stosunkowo korzystne
efekty immunochemioterapii z zastoswaniem 5-Fluorouracylu. Biorac pod uwage
doniesienia o wrazliwosci badanych nowotworéw na dziatanie TNF w warunkach
in vivo, mozna sadzi¢, ze TNF dziata nie tylko bezposredno cytotoksycznie na
komorki nowotwordw, ale i poprzez modulacje reaktywnosci organizmu nosiciela
guza. Przeprowadzone badania z uzyciem nowotworéw doswiadczalnych potwier-
dzily wrazliwo$¢ czerniaka B16 i raka jelita grubego C26 w modelach terapii
paliatywnej i adiuwancyjnej. W przypadku czerniaka B16 przeszczepionego my-
szom C57BIl doguzowe podawanie 4 dawek rTNF po 10ug powodowalo redukcijg
wymiaréw guza, a w 30% przypadkéw jego zniknigcie i catkowite wyleczenie.
Dootrzewnowe podawanie rTNF po wycigciu guza (model terapii adiuwancyjnej)
powodowalo zmniejszenie czg¢stosci wystepowania wznowy miejscowej, statysty-
cznie znamlennqpopra_\y,q,wycn i wzrost odsetka wyleczei w grupie otrzymu-
jacej wysokie dawki r'TNF (15 dawek po 10ug rTNF). Takie samo zjawisko
obserwowano w modelu terapii adiuwancyjnej raka jelita grubego C26 przeszcze-
pianego myszom Balb/c. Natomiast dootrzewnowe podawanie rTNF myszom ze
wznowga miejscowq nowotworu ( po wczesniejszym zabiegu wycigcia guza) pro-
wadzito do wyleczenia jedynie w przypadkach czerniaka B16.

Tak wigc przeprowadzone badania pozwolily na stwierdzenie, Ze w nowo-
tworach doswiadczalnych ITNF moze dziataé skutecznie zaréwno w modelu terapii
paliatywnej jak i adiuwancyjnej oraz w leczeniu wznowy nowotworowej. W
przypadkach nowotwordw ludzkich przeszczepianych myszom SCID nie obserwo-
wano wptywu podawania rTNF na wzrost guzdw i czas przezycia zwierzat.

Badania kliniczne I fazy oparte o schematy doguzowego i dootrzewnowego
podawania rTNF wykazaly bezpieczenstwo tych sposobéw podania w szerokim
zakresie dawek (do 400 pg/ m’ doguzowo i do 550 pg,/m2 dootrzewnowo).
Obserwowane objawy mialy charakter przejsciowy (objawy grypopodobne, bdle
brzucha, zwyzka poziomu transaminaz) i nie wymagaly intensywnego leczenia.

U 13 chorych z miejscowo zaawansowanym, resekcyjnym rakiem zotadka
oceniano wplyw podawania rTNF na czas przezycia. Poréwnywano w tym celu
prawdopodobienstwo przezycia w grupie leczonej rTNF do sparowanej grupy
kontrolnej o maksymalnie zblizonej charakterystyce. Prawdopodobienstwo przezy-
cia w 3 letnim okresie obserwacji w grupie rTNF wynosito 68.5% w poréwnaniu
do 38.5% w grupie kontrolnej. Ze wzgledu na matq liczebnos¢é grup réznica ta nie
byla statystycznie znamienna.

W grupie chorych z wodobrzuszem pochodzenia nowotworowego, dootrzew-
nowe podawanie rTNF pozwolito u czgsci chorych na zredukowanie wodobrzusza
na okres 4-8 tygodni.
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Sumujgc, przeprowadzone badania pozwolity na potwierdzenie przeciwno-
wotworowego dziatania TNF w réznych modelach doswiadczalnych. Wskazujq one
na istotng rol¢ reaktywnosci gospodarza w niszczeniu komoérek nowotworowych
po podaniu TNF. Wykazano, ze komdrki nowotworowe oporne na cytotoksyczne
dziatanie TNF in vmo mogq byc nan wrazllwe m vivo. Potwierdzono réwniez, ze
mozliwos¢ dalszych bm"wyjasmancych to ZjanSkO Wyk'lzqno réwniez, ze
endoskopowe doguzowe jakTi ~d6Girzewnowe podawanie TNF jest procedurg
bezpieczng. Uzyskane w tych badaniach wyniki moga wskazywad na potencjalne
mozliwosci zastosowania tej cytokiny w terapii onkologicznej. Jednak ostateczna
ocena przydatnosci TNF w leczeniu nowotwordw wymaga kontrolowanych préb
klinicznych.
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