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makrofagi naciekajace nowotwor (z ang. tumour infiltrating macrophages)

czynnik martwicy nowotwor6w alfa (z ang. tumour necrosis factor alpha)
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1. Witgp.

Reakcja gospodarza na rozwijajacy si¢ nowotwOr wyraza si¢ migdzy innymi
tworzeniem zapalnych naciekéw ztozonych z komdrek jednojadrzastych. Zaréwno limfocyty
naciekajgce nowotwor (tumour infiltrating lymphocytes, TIL) jak i makrofagi naciekajace
nowotwér (tumour infiltrating macrophages, TIM) odgrywaja wazna rol¢ w odpowiedzi
przeciwnowotworowej czlowieka. Interakcje pomigdzy komoérka nowotworowa a komérkami
linii monocyt/makrofag sa jak do tej pory malo poznane. Makrofagi znajduja si¢ czgsto w
duzej liczbie w nacieku otaczajacym tkanke¢ nowotworowa [Zembala i wsp., 1989]. TIM sa
zrédtem produkowanych miejscowo cytokin, m. in. czynnika martwicy nowotworéw (tumour
necrosis factor @, TNFa), a takze wykazuja obecno$¢ determinant MHC klasy II [Zembala
i wsp., 1989]. Jednakze TIM moga traci¢ antygeny MHC klasy II w hodowli in vitro, co
podkre§la wplyw mikroSrodowiska nowotworu na funkcjonalng aktywnoS$c
monocytéw/makrofagéw [Peri i wsp.,, 1986]. Do chwili obecnej Zrédio sygnatu
odpowiedzialnego za indukcj¢ syntezy i wydzielania TNFa przez TIM in situ pozostaje
nieznane. Ponadto sytuacje spotykana w obrgbie nacieku okolonowotworowego komplikuje
fakt, ze réwniez niektére komorki nowotworowe sg w stanie syntetyzowaé TNFa [Beissert
iwsp., 1989; Naylor i wsp., 1990, 1993], jak réwniez wykazywa¢ ekspresj¢ determinant HLA-

DR [Teh i wsp., 1992].

1.1. Makrofagi naciekajqce nowotwor.
Istnicje wiele wykluczajacych si¢ pogladow na temat roli TIL oraz TIM w

immunopatologii guza nowotworowego. Z jednej strony komorki te sa odpowiedzialne za
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destrukcj¢ tkanki nowotworowej, a z drugiej moga promowac rozrost guza nowotworowego
[Mantovani, 1990]. TIM stanowig zasadnicza komponent¢ komoérkowa nacieku
okotonowotworowego [Mantovani i wsp., 1986; Mantovani, 1989]. Ich funkcje zwiazane sa
z toczacymi si¢ w okolicy nowotworu procesami zapalnymi, przebudowa tkanki otaczajacej
nowotwdr, zmianami zakrzepowymi w naczyniach krwionosnych drenujacych guz
nowotworowy, jak i z niszczeniem samych komdérek nowotworowych. Obecnosc
monocytéw/makrofagéw zostala wykazana w nowotworach jelita grubego [Horny i wsp.,
1987], skory [Broker i wsp., 1988], raku sutka [Horny i wsp., 1986] i innych [Zembala i wsp.,
1989].

Rézne czynniki moga wplywac na stopiefi nacieczenia nowotworu przez TIM. Na
podstawie analizy skrawkdw histologicznych pochodzacych z raka jelita grubego stwierdzono,
ze monocyty/makrofagi sa bardziej liczne w p6znym stadium raka jelita grubego (stopiefi
C wg. skali Duke’a) w poréwnaniu z rakiem wczesnym lub zdrowg tkanka, ponadto TIM w
wickszym stopniu naciekaja nowotwor wykazujacy ekspresje czasteczek MHC klasy II [Allen
i wsp., 1987]. Czynniki takie jak stopiefi unaczynienia nowotworu, ekspresja czasteczek
adhezyjnych na §rédblonkach naczyf lub samych komérkach nowotworowych, czy czynniki
chemotaktyczne wydzielane przez komorki nowotworowe moga takze determinowac liczbe
TIM [Zembala i wsp., 1989; Mantovani, 1990].

Do chwili obecnej wigkszoS¢ prob korelacji stopnia nacieczenia nowotworu przez TIM
z rokowaniem byla oparta na analizie konwencjonalnych skrawkéw histopatologicznych.
Whioski byly czesto sprzeczne, poniewaz kierowano si¢ nicjednolitymi metodami
interpretacji, badania dotyczyly wielu rodzajéow nowotwordéw analizowanych w réznych

stadiach klinicznych rozwoju choroby, a naciek zapalny moégl by¢ zwiazany nie tylko z
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wlasciwo$ciami samych komorek nowotworowych ale i np. z wspdlistniejagcym zakazeniem.
Tak wigc publikowane wyniki z jednej strony podkreSlaja korelacje pomigdzy obecnoscia
TIM a korzystnym rokowaniem [Rilke i wsp., 1991], a z drugiej kwestionuja zwiazek
pomigdzy wielkoscia nacieku leukocytarnego a pomySlnym przebiegiem choroby
nowotworowej [Van Netten i wsp., 1993a; Rosen i wsp., 1989].

W chorobie nowotworowej obserwowane jest czgsto zjawisko zwigkszonej aktywnosci
funkcjonalnej monocytéw, co moze sugerowac¢ fakt uprzedniej ich aktywacji przez komoérki
rozwijajacego si¢ nowotworu [Zembala i wsp., 1989]. Tylko nieznaczna liczba makrofagéw
pochodzacych ze zdrowych tkanek wykazuje obecno$¢ TNFa wykrywanego metodami
immunoenzymatycznymi [Ruco i wsp., 1989]. Jednakze w rakach sutka, jajnika, nosogardzieli
i jelita grubego wykazano obecno$¢ TNFa w licznych makrofagach za pomoca barwief
immunoenzymatycznych, a metodami hybrydyzacji in situ ekspresj¢ mRNA dla takich cytokin
jak TNFa, IL-1 (interleukina 1), TGF-8 (transforming growth factor 8), PDGF (platelet-
derived growth factor), IFN-y (interferon y), EGF (epidermal growth factor) lub FGF
(fibroblast growth factor) [Beissert i wsp., 1989; Naylor i wsp., 1990; Zembala i wsp., 1989;
Mantovani i wsp., 1992; Van Netten i wsp., 1993b]. Cytokiny te (np. TNFa) sa
syntetyzowane przez makrofagi znajdowane w Scistym sasiedztwie lub w obrebie tkanki
nowotworowej [Naylor i wsp., 1993}, i jak wynika z badan przeprowadzonych in vitro oraz
na modelach zwierzecych, niektore z nich (np. TNFa, IFNY, IL-1) biorg udziat w toksycznym
uszkodzeniu komorek nowotworowych przez monocyty/makrofagi. Obserwacje powyzsze
sugeruja, ze przynajmniej w niektérych wypadkach sygnatu do syntezy cytokin przez TIM
dostarcza kontakt z komoérka nowotworowa. Jednakze do chwili obecnej nie ustalono, czy

sam kontakt blonowy jest wystarczajacym bodZzcem indukujacym synteze toksycznych



mediatorow w TIM, a jedli tak, to jakie struktury powierzchniowe na
monocytach/makrofagach i na komoérkach nowotworowych sa zaangazowane w ten
dynamiczny proces.

Nacieki leukocytarne skladajace si¢ w duzej czgSci z TIM byly przez dhugi czas
rozpatrywane w kontekScie swoistej, zaleznej od limfocytéw T odpornosci
przeciwnowotworowej. Jednakze eksperymenty z uzyciem ludzkich nowotworéw
przeszczepianych do myszy obciazonych genetycznym defektem odpowiedzi komérkowe;j

"nude") wykazaly, ze czgsto swoista odpowiedZ komérkowa nie odgrywa istotnej roli w
tworzeniu nacieku ztozonego z TIM, a zasadnicze znaczenie maja czynniki chemotaktyczne
dla monocytéw/makrofagéw wydzielane przez same komorki nowotworowe [Mantovani,
1990; Mantovani i wsp., 1986]. Wydzielane przez komorki nowotworowe cytokiny: MCP-1,
2, 3 (monocyte chemotactic protein 1, 2, 3), M-CSF (monocyte colony-stimulating factor),
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), VPF (vascular permeability
factor) i inne, przyciagaja monocyty/makrofagi w okolice rozwijajacego si¢ ogniska komoérek
nowotworowych unieruchamiajac je w miejscu nacieku, a takze hamujag w TIM syntezg
toksycznch mediatoréw [Mantovani i wsp., 1992]. W ten spos6b komorki nowotworowe
"korzystaja" z wydzielanych przez TIM czynnik6w wzrostu, czynnikéw pobudzajacych
waskularyzacje tkanki nowotworowej, jak i enzym6w proteolitycznych utatwiajacych tworzenie
przerzutéw. Z drugiej strony, aktywowane monocyty/makrofagi przyczyniaja si¢ do
ograniczenia rozrostu nowotworu [Mantovani i wsp., 1986]. Komérki nowotworowe moga
migracj¢ monocytéw/makrofagéw w obreb tkanki nowotworowej [Wang i wsp., 1986]. Tak
wigc istnieje rodzaj chwiejnej réwnowagi pomiedzy czynnikami chemotaktycznymi a

czynnikami hamujacymi migracjc monocytow/makrofagbw w obrgb nowotworu.



5

Najprawdopodobniej funkcja TIM zalezy od immunobiologii komérek danego guza
nowotworowego, w zwiazku z czym badania histopatologiczne nie mogac uchwyci¢ dynamiki
procesu wzajemnych interakcji TIM i komodrek nowotworowych niosa ze soba pewne
ograniczenia. W celu wyjasnienia mechanizméw interakcji monocytéw/makrofagéw z
komoérkami nowotworowymi in situ, zostat stworzony model in vitro wzajemnych oddziatywan
komérkowych majacy imitowaé sytuacje spotykana w poblizu rozwijajacego si¢ guza
nowotworowego [Zembala i wsp., 1993]. W tym ukladzie komoérki nowotworowe sa
hodowane z monocytami krwi obwodowej, a stymulacja syntezy i wydzielania réznych
czynnikéw rozpuszczalnych odbywa si¢ bez udzialu limfocytéw T i elementéw macierzy
zewnatrzkomorkowe;j.

OkreSlenie czynnikéw odpowiedzialnych za aktywacje monocytéw/makrofagéw in situ
wydaje si¢ wazne, poniewaz komorki te izolowane z krwi obwodowej, naciekéw
towarzyszacych guzom nowotworowym lub z wysigkow do jam ciata zwiazanych z procesem
nowotworowym, moga by¢ celem interwencji terapeutycznej. TIM sa zdolne niszczy¢ komorki
nowotworowe poprzez ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity; komérkowa
cytotoksyczno$c zalezna od przeciwcial) lub na drodze niedostatecznie poznanego
"bezposredniego" mechanizmu [Triozzi, 1993; Bartholeyns, 1993]. Podejmowane sa préby
adoptywne;j terapii za pomoca makrofagéw otrzymanych z monocytéw krwi obwodowej
chorych na chorobe nowotworowa, aktywowanych in vitro cytokinami i nast¢pnie podawanych
z powrotem tym samym chorym. Podj¢to tez proby miejscowego podawania cytokin (np. do
jamy otrzewnej), ktére potencjalnie sa zdolne do aktywacji TIM [Mantovani i wsp., 1992;
Andreesen i wsp., 1990; Lopez i wsp.. 1992; Richters i wsp., 1993]. Obiecujace sa proby

terapii genowej, podczas ktérej monocyty sa transfekowane genami cytokin (np. TNFa)
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toksycznych dla komoérek nowotworowych [Blankenstein i wsp., 1991], lub komérki
nowotworowe s3 transfekowane genami kodujacymi czynniki chemotaktyczne dla monocytéw
[Bottazzi i wsp., 1992]. W obu sytuacjach poznanie sygnatéw prowadzacych do aktywacji
genéw dla cytokin i innych czynnikéw toksycznych jest zasadnicze dla tej formy

immunoterapii.

1.2. Czgsteczki adhezyjne.

Czasteczki adhezyjne (Cell Adhesion Molecules - CAM) odgrywaja istotna role
podczas embrio- i organogenezy ukierunkowujac migracj¢ i determinujac lokalizacje
poszczegblnych komorek. W uktadzie odpornosciowym CAM biora udzial w rozpoznawaniu
antygenu przez swoiste receptory limfocytow T (TcR); w reakcjach limfocyt-komdrka
prezentujaca antygen, limfocyt-limfocyt, limfocyt-komorka docelowa. Czasteczki te sg bardzo
istotne dla zjawisk przylegania leukocytow do komorek Srodblonka naczyni oraz do
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej, a tym samym reguluja migracje i recyrkulacje
komoérek uktadu odpornoSciowego [Siedlar, 1992]. CAM zaangazowane sa réwniez w
oddziatywania komdrek uktadu odpornosciowego z komérkami nowotworowymi [Rougon
i wsp., 1992]. W chwili obecnej wyréznia si¢ kilka grup CAM. Sa to: rodzina integryn,
nadrodzina immunoglobulin, czasteczka CD44, kaderyny i inne (np.: lektyny, adresyny

naczyniowe, selektyny) [Albelda, 1993].

1.2.1. Integryny.
Integryny sa glikoproteinami blonowymi bioracymi udzial w zjawiskach przylegania

oraz kontaktowaniu si¢ wnetrza komorki ze Srodowiskiem zewngtrznym. Za ich pomoca
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sygnal pochodzacy z zewnatrz moze zapoczatkowa¢ zmiany fenotypu, ekspresj¢ rézmych
genéw lub migracje komérki [Hynes, 1987, Hemler i wsp., 1990]. Z drugiej strony,
cytoplazmatyczne sygnaly moga zmienia¢ ekspresj¢ integryn na powierzchni komorki oraz
ich aktywnos¢ funkcjonalna [Figdor i wsp., 1990; Rustin i wsp., 1989]. W ten sposéb moze
zachodzi¢ "dialog" poprzez blong¢ komoérkowa. Przeciwciala monoklonalne skierowane
przeciwko determinantom antygenowym integryn moga blokowac ich interakcje z ligandami,
co np. prowadzi do odrywania si¢ hodowanych in vitro komo6rek nowotworowych od podloza
i zahamowania ich migracji i wzrostu [Knudsen i wsp., 1981; Schwartz, 1993]. Przyleganie
leukocytéw miedzy soba, lub do elementéw macierzy zewnatrzkomdrkowej, polaczone jest
z przej$ciowym wzrostem wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw wapnia. Zjawisko to moze
by¢ blokowane przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych przeciwko integrynom [Sikorski i
wsp., 1991]. Obserwacje powyzsze podkreSlaja znaczenie integryn jako czasteczek
odpowiedzialnych za zalezna od przylegania regulacjg funkcji komoérek [Hynes, 1992;
Schwartz, 1992].

Integryny sa heterodimeramizbudowanymiz niekowalencyjnie potaczonych taficuchéw
a i B [Buck i wsp., 1987; Hynes, 1992]. Pierwotnie zdefiniowano trzy podrodziny integryn,
ze wzgledu na wystepujacy w kazdej z nich wspdlny faficuch B ( odpowiednio 1, B2 i 83),
mogacy laczy¢ si¢ w obrebie podrodziny z réznymi faficuchami « [Hynes, 1987]. Nowsze
prace wykazaly, ze poszczegoélne faficuchy & moga faczyc¢ si¢ z wigcej niz jednym }aficuchem
B [Hynes, 1992]. Do chwili obecnej opisano co najmniej 8 réznych laficuchéw B i 13
laficuchéw a tworzacych co najmniej 20 réznych czasteczek integryn [Albelda, 1993; Bosman,

1993].



1.2.1.1. Podrodzina B1 integryn.

Podrodzina 81 lub VLA (very late antigen) sklada si¢ co najmniej z 8 czasteczek
(VLA 1-8), ktére to czasteczki tworza rézne laficuchy @ potaczone z taficuchem 1 (CD29).
Znajdowane sa na wielu typach komorek organizmu [Bosman , 1993]. Czasteczki VLA 1acza
si¢ z réznymi ligandami, w obrebie ktérych nieswoiste miejsca wiazace tworza rézne
ugrupowania aminokwasowe. Najlepiej poznana jest tréjaminokwasowa sekwencja peptydowa
-RGD-, ktéra tworza: arginina (R), glicyna (G) i kwas asparaginowy (D) [Elices i wsp.,
1991]. Integryny 81 odgrywaja znaczaca rolg w zjawiskach przylegania zachodzacych podczas
embriogenezy, regeneracji tkanek oraz w procesach zwiazanych z hemostaza [Hemler, 1988;
Hynes, 1987]. Wchodza w interakcje z ligandami rozmieszczonymi zaréwno na powierzchni
komorek, jak i ze skladnikami macierzy zewnatrzkomoérkowej, takimi jak: fibronektyna,

kolagen, laminina, vitronektyna, trombospondyna [Bosman, 1993].

1.2.1.2. Podrodzina B2 integryn.

W sklad podrodziny B2 lub podrodziny integryn leukocytarnych wchodza trzy
czasteczki: LFA-1 (leukocyte function associated molecule-1), Mac-1 i p150,95 [Kishimoto
i wsp., 1989]. Wystepuja one prawie wylacznie na powierzchni leukocytéw. Integryny 2
wlaczone sa w procesy przylegania leukocytéw do $rédblonkdédw naczyn, fibroblastéw,
keratynocytéw, komérek maziéwki oraz do siebie nawzajem [Hemler, 1988]. Wymagaja
obecnosci w srodowisku jonéw Mg>* i Ca**, ktére stabilizuja najprawdopodobnie;j strukture
lanicucha B lub tez heterodimeru af [Kirchofer i wsp., 1991].

LFA-1 (CD11a/CD18) bierze udzial w szeregu zjawisk zwiazanych z adhezja

leukocytéw, zaréwno w procesach zaleznych i niezaleznych od antygenu. Przeciwciata
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monoklonalne skierowane przeciw LFA-1 hamujg wigkszo§¢ poznanych proceséw, w ktérych
zachodzi zjawisko szeroko rozumianej adherencji limfocytow T [Sanders i wsp., 1991].
Dotyczy to m.in. aktywnoS$ci cytotoksycznej komoérek NK (Natural Killers), LAK
(Lymphokine-Activated Killer Cells), homotypowej adherencji monocytéw (indukowanej
interferonem-vy) oraz limfoblastow B (indukowanej PMA) [Magkoba i wsp., 1989; Noelle i
wsp., 1990]. W ostrych stanach zapalnych LFA-1 zwiazany jest ze zjawiskami niezaleznego
od antygenu przylegania leukocytéow do S$rédblonka naczyn, komoérek maziéwki,
keratynocytéw i fibroblastéw [Lo i wsp., 1989; Mentzer i wsp., 1988]. Umozliwia to zaréwno
lokalizacje¢ procesu zapalnego, jak i diapedezg oraz migracj¢ limfocytéw i monocytéw do
uszkodzonych tkanek [Springer, 1990]. Ligandami dla LFA-1 sa trzy glikoproteinowe
czasteczki nalezace do nadrodziny immunoglobulin: ICAM-1, 2 i 3 (intercellular adhesion
molecule-1, -2 i -3), ktore sa szeroko rozpowszechnione na powierzchni komérek organizmu
[Bosman, 1993; Fougerolles i wsp., 1991].

Mac-1 (CD11b/CD18) po raz pierwszy czasteczka ta zostata opisana jako wigzaca
erytrocyty opltaszczone iC3b, stad jej alternatywna nazwa: receptor dopehiacza typu 3 (CR-
3). Razem z LFA-1 czasteczka Mac-1 bierze udzial w zjawisku przylegania monocytéw i
granulocytow obojg¢tnochtonnych do komoérek Srédblonka naczyniowego. W pewnych
warunkach ICAM-1 moze stuzy¢ jako ligand réwniez dla Mac-1 [Anderson i wsp., 1986].

p150, 95 (CD11¢/CD18) zostata zdefiniowana po raz pierwszy jako czasteczka wiazaca
fragment iC3b dopetniacza (receptor dopeiniacza typu 4, CR-4) [Myones i wsp., 1988].
Bierze udzial w zjawiskach fagocytozy, chemotaksji oraz przylegania monocytéw i
granulocytéw obojctnochtonnych do Srédbtonkéw naczyn [Stacker i wsp., 1991; Lo i wsp.,

1989].
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Ekspresja czasteczek adhezyjnych moze by¢ zwigzana z nabywaniem przez limfocyty
kompetencji immunologicznej oraz ulega¢ zmianom w zaleznoSci od stopnia zréznicowania
morfologicznego lub funkcji komoérek. Czynniki Srodowiska moga réwniez wplywac na ich
ekspresjg. Ekspresja Mac-1 na monocytach krwi obwodowej jest wyzsza niz p150, 95. Po
przejsciu do tkanek i przeksztalceniu si¢ w makrofagi tkankowe, proporcje te ulegaja
odwrdceniu [Strassmann i wsp., 1985; Miller i wsp., 1988]. Makrofagi otrzewnowe nie
wykazuja ekspresji LFA-1, natomiast po stymulacji in vivo przez BCG (Bacillus Calmette-
Guerin) czasteczka ta pojawia si¢ na ich powierzchni [Kishimoto i wsp., 1989]. Powyzsze
obserwacje S§wiadcza o tym, jak duzy wplyw na ekspresjg¢ czasteczek adhezyjnych na

powierzchni komérki moze mie¢ mikroSrodowisko.

1.2.1.3. Podrodzina 33 integryn.

W skiad podrodziny wchodza dwie czasteczki: VNR (Vitronectin Receptor;
CD51/CD61) oraz glikoproteina plytkowa (gp) IIb/IIla (CD41/CD61). gplIb/IIla wyst¢puje
na plytkach krwi, natomiast VNR na komoérkach $rédblonkowych, niektérych
nowotworowych (np. czerniaka zto§liwego) i innych [Kishimoto i wsp., 1989; Bosman, 1993].
B3 integryny sa zaangazowane w regulacje proceséw przylegania réznych typéw komorek, a
takze plytek krwi do Srodblonka naczyfi, a po jego zniszczeniu do elementéw macierzy
zewnatrzkomorkowej. Sa obecne na wielu komérkach podczas morfogenezy. Integryny 83

rozpoznaja m.in. fragment peptydowy RGD [Bosman, 1993].
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1.2.2. Nadrodzina immunoglobulin.

Charakterystyczng cecha strukturalng czasteczek nalezacych do nadrodziny
immunoglobulin (immunoglobulin superfamily; Ig-SF) sa domeny, kazda zbudowana z ok.
70-110 aminokwaséw, oraz stabilizujace je, wewngtrzdomenowe mostki dwusiarczkowe
[Hunkapiller i wsp., 1989]. Czasteczki zaliczane do Ig-SF biora udzial w interakcjach
prowadzacych do rozpoznawania si¢ komorek ukladu odpornosciowego pomigdzy sobg i
rozpoznawania przez nie innych komoérek organizmu [Williams i wsp., 1988]. Do Ig-SF
zaliczane sg takie czasteczki jak: immunoglobuliny powierzchniowe, antygeny gléwnego
kompleksu zgodnoSci tkankowej, receptory limfocytéw T, czasteczki CD2, CD4, CD8, LFA-3
(leukocyte function associated molecule 3; CD58), N-CAM (neural cell adhesion molecule),
ICAM-1, -2i -3, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), CSF-1R (colony-stimulating
factor-1 receptor), PDGF-R (platelet-derived growth factor receptor), CEA
(carcinoembryonic antigen) i inne [Williams i wsp., 1988].

ICAM-1, ktérej ekspresja wzmaga si¢ zwlaszcza na powierzchni zapalnie zmienionego
Srédblonka naczynn krwiono$nych, zwigksza ryzyko tworzenia si¢ przerzutéw czerniaka
ztodliwego [Johnson i wsp., 1989]. Poziom wolnego ICAM-1 réwniez zdaje si¢ korelowac z
wystgpowaniem nowotwordéw zlosliwych [Tsujisaki i wsp., 1991].

VCAM-1 zostala opisana jako czasteczka wystepujaca na srodblonku naczyn, stuzaca
jako ligand dla znajdowanej gtéwnie na leukocytach VLA-4 [Elices i wsp., 1990]. Poniewaz
czasteczki VLA-4 moga wystepowac réwniez na niektorych komorkach nowotworowych (np.
czerniaka zlodliwego), tak wigc VCAM-1 prawdopodobnie bierze udzial w procesie
przylegania tychze komérek nowotworowych do Srodblonka naczyfi 1 tworzeniu przerzutéw

[Albelda i wsp., 1990].
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CEA zostal opisany pierwotnie jako glikoproteina ptodowa znajdowana w surowicach
chorych na raka jelita grubego. Podwyzszony surowiczy poziom CEA wystepuje réwniez w
innych schorzeniach nowotworowych, a jego pomiar wykorzystuje si¢ do monitorowania
przebiegu pooperacyjnego w przypadku rakéw jelita grubego i phuc [Benchimol i wsp., 1989].

Patofizjologiczna funkcja tej czasteczki nie zostala do kofica poznana.

1.2.3. Czgsteczka CD44.

Czasteczka CD44/Pgp-1, opisana po raz pierwszy jako receptor zasiedlania limfocytow
[Jalkanen i wsp., 1985], jest glikoproteina blonowa odgrywajaca wazna rol¢ w interakcjach
leukocytéw z innymi komérkami oraz z elemantami macierzy zewnatrzkomérkowej. Poprzez
swoja domeng cytoplazmatyczna moze przenosic sygnat do wnegtrza komoérki [Shimizu i wsp.,
1989]. CD44 jest receptorem dla czasteczek kwasu hialuronowego, a takze kolagenu [Aruffo
i wsp., 1990; Seiter i wsp., 1993]. Wyste¢puje na wielu prawidlowych komoérkach organizmu,
a takze czgsto na komoérkach nowotworowych [Hofmann i wsp., 1991; Mayer i wsp., 1993].
Wyrdznia sie¢ dwie podstawowe izoformy CD44: i) CD44H, czasteczke o cigzarze ok. 80-90
kD (lub ok. 180 kD jako rezultat dobudowania do CD44 chondroitynosiarczanéw podczas
obrébki posttranslacyjnej), wystepujaca gtéwnie na leukocytach, jak tez i innych komoérkach
pochodzenia mezenchymalnego, majaca duze powinowactwo do kwasu hialuronowego
[Aruffo i wsp., 1990], oraz ii) CD44E, o ciezarze ok. 130-150 kD, wystepujgca gtéwnie na
komérkach pochodzenia nablonkowego, o niskim powinowactwie do kwasu hialuronowego
[Stamenkovic i wsp., 1991]. Opisanych zostalo wiele innych izoform CD44. Tak duze
zréznicowanie budowy CD44 wynika po czesci z modyfikacji posttranskrypcyjnych. Rozne

warianty CD44 sa generowane w wyniku procesu alternatywnego laczenia ("splicing") kilku
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sposréd ok. 10 zmiennych exonéw (variable exons) z fragmentami pre-mRNA, ktore
koduja niezmienny, "standardowy rdzefi" czasteczki CD44 (CD44s, o cigzarze ok. 80-85 kD)
[Screaton i wsp., 1992]. Tego typu warianty czasteczki (CD44v1-v10), poréwnujac do CD44s,
réznig si¢ pomigdzy soba obecnoscia dodatkowych, kilkuaminokwasowych sekwencji w
strukturze zewnatrzkomorkowego odcinka czasteczki. Stosujac taka klasyfikacje, czasteczka
CD44E odpowiada np. izoformie CD44v8-v10 [Tolg i wsp., 1993]. Wystepowanie réznych
izoform czasteczki CD44 jest ograniczone do niewielu zdrowych tkanek oraz do linii lub
guzéw nowotworowych. Na przyklad czasteczka CD44 zawierajaca aminokwasy kodowane
przez exon v6 jest charakterystyczna dla przerzutujacego raka jelita grubego, a zawierajaca
fragment polipeptydowy kodowany przez exony v5 i v6 dla raka zoladka typu jelitowego
[Wielenga i wsp., 1993; Heider i wsp., 1993]. ObecnoS¢ tak wielu wariantéw CD44 moze
przemawiac za réznorodnoscia funkcji, jakie ta czasteczka moze peic w organizmie [Tolg

i wsp., 1993].

1.2.4. Kaderyny.

Kaderyny sa transblonowymi glikoproteinami bioracymi udzial we wzajemnych
interakcjach tych samych rodzajéw komoérek. Ich funkcja zalezna jest od obecnosci jonéw
wapnia [Takeichi, 1991]. Czasteczki zaangazowane sg w tworzenie i podtrzymywanie
polaczenn migdzykomérkowych, a tym samym odpowiadajg za zachowanie architektury
tkankowej [Takeichi, 1990]. Wyréznia sie nastepujace kaderyny: E-kaderyny (wystepuja na
komoérkach nablonkowych), N-kaderyny (znajdowane na komorkach tkanki nerwowej i
komérkach mig$niowych) oraz P-kaderyny (opisywane gtéwnie na komorkach nabtonkowych)

[Albelda, 1993]. Poszczegdlne kaderyny lacza si¢ selektywnie z kaderynami tego samego
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rodzaju [Nose i wsp., 1990]. Istnieje hipoteza twierdzaca, ze spadek poziomu ekspresji
kaderyn na powierzchni komorek nowotworowych koreluje z ich zwiekszonym

przerzutowaniem [Mareel i wsp., 1991].

1.2.5. Czgsteczki adhezyjne a nowotwor.

Rodzaj czasteczek adhezyjnych jakie ulegaja ekspresji na komodrkach nowotworowych
in situ zwykle rézni si¢ od obserwowanego na komérkach nowotworowych w warunkach
hodowli in vitro [Albelda, 1991]. Istnieje tendencja wyst¢powania niskiego poziomu
czasteczek adhezyjnych na powierzchni komérek nowotworowych w stosunku do komérek
zdrowej tkanki [Albelda, 1993]. Uzasadnia to fatwosc, z jaka niektdre komorki nowotworowe
moga oddzielac si¢ od ogniska pierwotnego tworzac odlegle przerzuty, oraz trudnoéci, jakie
napotykaja prawdopodobnie komorki ukladu odpornoSciowego przy rozpoznawaniu i
niszczeniu komoérek nowotworowych pozbawionych niektorych struktur powierzchniowych.

Pozostaje niejasnym, jakie czasteczki na powierzchni monocytéw/makrofagéw sa
wlaczone w oddzialywania z komoérkami nowotworowymi. Uwaza sig, ze czasteczki
adhezyjne moga odgrywaé w tych interakcjach duza role. Udowodniono, Ze czasteczki LFA-1,
ICAM-1 i -2 sg istotne w procesach wymagajacych kontaktu i przylegania monocytéw do
limfocytéw T oraz do $rédblonka naczyn [Patarroyo i wsp., 1990]. Biorg one takze udziat w
generowaniu in vitro z monocytéw wielojadrowych komorek olbrzymich [Most i wsp., 1990].
W szczegblnosci, integryny z podrodziny beta2 (CD11/CD18) sa wlaczone w procesy
zaleznego od kontaktu, toksycznego uszkodzemia komoérek nowotworowych przez
aktywowane monocyty [Bernasconi, i wsp. 1991]. Ekspresja czasteczek ICAM-1 na

niektérych komoérkach nowotworowych jest zwiazana ze zwigkszona wrazliwoscia na
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cytotoksyczne oddzialywanie monocytéw [Webb i wsp., 1991].

Czasteczka CD44 uwazana jest za gléwny receptor dla kwasu hialuronowego, jak
réwniez i dla innych skladnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej. Tym samym ma istotne
znaczenie dla proceséw zwigzanych z przyleganiem komoérek pomiedzy soba jak i z
przyleganiem do komponentéw macierzy [Haynes i wsp., 1989; Toyama-Sorimachi i wsp.,
1993]. W ostatnim czasie wykazano, ze czasteczka CD44 na komoérce nowotworowe;j jest
wlaczona w oddzialywania komoérek nowotworowych =z elementami macierzy
zewnatrzkomoérkowej gospodarza i bierze udziat w procesach rozrostu i przerzutowania guza

[Knudson i wsp., 1990; Sy i wsp., 1992; Seiter i wsp., 1993; Mayer i wsp., 1993].

1.3. Rola antygenéw zgodnosci tkankowej w przekazywaniu sygnatu aktywujgcego monocyt.

Czasteczki MHC klasy II na monocytach sa niezb¢dne do prezentacji limfocytom T
obcych antygendéw podczas indukcji odpowiedzi immunologicznej. Uwaza sig, ze po
rozpoznaniu antygenu w kontekscie MHC klasy II, komorki T (CD4") wytwarzaja czynnik,
ktdry aktywuje monocyty do produkcji cytokin niezbednych dla zaistnienia dalszych etapow
odpowiedzi immunologicznej [Weaver i wsp., 1990]. Jednakze nie mozna wykluczy¢, ze
bezposrednie interakcje pomiedzy czasteczka MHC klasy 11, a niektérymi antygenami (czy
superantygenami) moga réwniez, bez udziatu limfocytéw T, prowadzi¢ do powstania sygnatu
indukujacego produkcje cytokin.

Wykazano ostatnio, ze niektére superantygeny, takie jak Staphylococcus enterotoxin
A (SEA) czy toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) moga by¢ ligandami dla czasteczek
MHC klasy II. Superantygeny moga indukowa¢ synteze niekt6rych cytokin (IL-6 i IL-8) w

ludzkich komérkach maziéwki, ktdre wykazuja ekspresje MHC klasy IT w wyniku stymulacji
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interferonem gamma [Mourad i wsp., 1992]. Ponadto TSST-1 indukuje synteze IL-1 beta i
TNFa w monocytach [Trede i wsp., 1991], a takze aktywuje kinaz¢ bialkowa C i kinaze
tyrozynowa w wyniku transblonowego przenoszenia sygnatu za poSrednictwem MHC klasy
II [Scholl i wsp., 1992]. Droga przekazywania sygnalu indukujacego monocyty za
posrednictwem MHC klasy II jest analogiczna do sposobu aktywacji limfocytow T za
posrednictwem ich receptoréw blonowych. TSST-1 aktywuje w monocycie jadrowe czynniki
transkrypcyjne NF-«xB i AP-1 mogace z kolei aktywowa¢ transkrypcje genéw réznego rodzaju
monokin [Trede i wsp., 1994]. Nalezy zaznaczy¢, ze superantygeny gronkowcowe nie
aktywowaly wyzej opisanych szlakéw sygnatowych po polaczeniu si¢ z czasteczkami MHC
klasy I [Cantor i wsp., 1993], co wskazuje na selektywno$¢ wzbudzania sygnatéw. Ostatnie
doniesienia sugeruja, ze réwniez czasteczki MHC klasy I moga brac udzial w przezblonowym
przenoszeniu sygnatu aktywujacego limfocyty T, najprawdopodobniej dzieje si¢ to jednak na
innej drodze niz w przypadku antygenow MHC klasy II [Dasgupta i wsp., 1990, 1994;

Tscherning i wsp., 1994].

1.4. Czynnik martwicy nowotworéw alfa i tlenek azotu jako czynniki cytotoksyczne.

Monocyty krwi obwodowej sa czgsto uzywane jako zrodlo jednojadrzastych fagocytéw.
W wielu aspektach monocyty wykazuja podobne wlasciwosci do makrofagéw tkankowych,
a w warunkach in vitro réznicujq si¢ (dojrzewaja) w kierunku makrofagéw [Dougherty i wsp.,
1989]. Wiasciwosci cytotoksyczne monocytéw/makrofagow zwiazane sg z produkcja i
uwalnianiem wielu toksycznych czasteczek efektorowych. Sa to m. in. wolne rodniki tlenowe
(ROI), proteazy, jak réwniez tlenek azotu (NO) i TNFa [Oppenheim i wsp., 1989; Feinman

i wsp., 1987; Mavier i wsp., 1984: Martin i wsp., 1993; Adams, 1980]. Mechanizmy indukcji



17

syntezy i uwalniania TNFa oraz NO przez ludzkie monocyty po kontakcie z komérkami

nowotworowymi dyskutowane sa w niniejszej pracy.

1.4.1. Czynnik martwicy nowotworéw alfa.

TNFa jest cytoking wykazujaca wiele rodzajow aktywnoSci biologicznej. Odgrywa
istotng rol¢ jako czasteczka zaangazowana w regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej, bierze
udzial w odpowiedzi organizmu na zakazenie réznymi mikroorganizmami, jest istotnym
czynnikiem patogenetycznym szoku septycznego i prawdopodobnie wyniszczenia spotykanego
w nowotworach, ponadto moze byc zaangazowana w proces zahamowania wznowy lub
niszczenia nowotworu przez komorki uktadu odpornoSciowego [Beutler i wsp., 1985].

TNFa jest produkowany przez wiele komoérek organizmu, jednak jego gléwnym
7zrédlem pozostaja monocyty/makrofagi, zwlaszcza np. in vitro po stymulacji
lipopolisacharydem (LPS) lub estrami forbolu (np. PMA) [Matthews, 1981]. Inne komérki,
takie jak: komorki tuczne, granulocyty oboj¢tnochtonne, komorki Browicza-Kupffera,
komoérki mikrogleju czy makrofagi pecherzykéw plucnych, réwniez moga wytwarza¢ TNFa
w odpowiedzi na stymulacj¢ LPS [Sidhu i wsp., 1993]. Limfocyty T, B i komoérki NK takze
s3 zdolne do produkcji TNFa, lecz w odpowiedzi na inne stymulatory (mp.
fitohemaglutyning; PHA lub konkanawaling A; ConA) [Sidhu i wsp., 1993]. Wigkszos¢
komoérek wymaga stymulacji do produkcji TNFe, jednakze niektdre biataczkowe limfocyty
B lub komorki niektorych linii limfoblastycznych moga wytwarza¢ TNFa spontanicznie [Foa
i wsp., 1992]. Niektore ludzkie linie nowotworowe, zwykle wykazujace odpornosSc na
toksyczne dziatanie TNFa, moga go rowniez konstytucyjnie produkowac [Rubin i wsp., 1986].

Aktywny TNFa wystepuje w roztworze jako trimer [Corti i wsp., 1992]. Jego
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biologiczne funkcje mediowane sa poprzez wigzanie do specyficznych receptoréw,
znajdujacych si¢ na powierzchni wigkszoéci komérek organizmu [Smith i wsp., 1992].
Dotychczas zostaly zidentyfikowane dwa receptory dla TNFa: TNF-R1 i TNF-R2, o masach
czasteczkowych odpowiednio: 55 kDa i 75 kDa [Brockhaus i wsp., 1990]. Do transdukcji
sygnatu najprawdopodobniej konieczne jest zwigzanie krzyzowe receptoréw przez TNFa
[Pennica i wsp., 1992], czego skutkiem moze by¢ aktywacja (przy udziale biatka G)
fosfolipazy A, (PLA,). W wyniku aktywnoSci PLA, powstaje kwas arachidonowy i
lizofosfatydylocholina, ktére dzialaja jako drugi przekaznik [Yanaga i wsp., 1992; Schutze i
wsp., 1989]. Oprécz aktywacji PLA,, dochodzi do pobudzenia innego enzymu - fosfolipazy
C (PLC), ktérej produktem jest diacyloglicerol (DAG) [Schutze i wsp., 1991]. Produkty obu
fosfolipaz aktywuja z kolei kinaz¢ proteinowa C (PKC) [Schutze i wsp., 1989]. W proces
transdukcji sygnalu zaangazowana jest prawdopodobnie réwniez inna kinaza - aktywowana
ceramidem kinaza proteinowa. Konieczny do jej aktywacji ceramid powstaje w wyniku
hydrolizy sfingomieliny, z udziatem aktywowanej przez receptory dla TNFe sfingomielinazy
[Kim i wsp., 1991; Dressler i wsp., 1992]. Obie kinazy powoduja fosforylacjg inhibitorowego
biatka B (IxB) wiazacego jadrowy czynnik transkrypcyjny B (NFxB) [Ghosh i wsp., 1990], w
wyniku czego NFxB odlacza si¢ od IxB 1 zostaje uaktywniony. Moze nastgpnie
zapoczatkowac transkrypcje réznych genoéw zaleznych od TNFa, na przyklad genéw dla
innych czynnikéw transkrypcyjnych (AP-1, IRF-1, NF-GMa, EGR-1) [Stephens i wsp., 1992].
Sfingozyna, drugi oprécz ceramidu produkt hydrolizy sfingomieliny przez sfingomielinaze,
aktywuje PLA, i cyklooksygenaze [Sidhu i wsp., 1993]. W ostatnim czasie stwierdzono, ze
wolne rodniki tlenowe produkowane w mitochondriach w wyniku dziatania TNFa na

komorki linii L929 moga réwniez aktywowac¢ NFxB. Tym samym wolne rodniki dziataja tez
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jako przekaznik zaleznych od TNFa sygnatéw do jadra komoérkowego [Schulze-Osthoff i
wsp., 1993].

TNFa posiada wlaSciwosci cytotoksyczne, cytostatyczne (zahamowanie rozrostu
komérek) lub stymulujace wzrost komoérek, w zaleznoSci od rodzaju komorek na ktére
dziala, czy warunkOow samej hodowli. TNFa zostal opisany pierwotnie jako czynnik
cytotoksyczny dziatajacy w warunkach zaréwno in vivo [Carswell i wsp., 1975], jak i in vitro
[Ruff i wsp., 1981]. Mechanizmy niszczenia komérek wrazliwych na TNFea nie sa do korica
wyjaSnione. W uszkodzenie komorki moga by¢ zaangazowane: proteazy serynowe [Suffys i
wsp., 1988], PLA, [Kull, 1988; Mutch i wsp., 1992], wolne rodniki tlenowe [Schulze-Osthoff
i wsp., 1992], enzymy lizosomalne [Liddil i wsp., 1989] lub endonukleazy [Wright i wsp.,
1992]. Efektem ich dziatlania moze by¢ martwica badZ apoptoza komérki [Bellomo i wsp.,
1992]. Wczesniejsze badania sugerowaly, ze TNFa dziala cytotoksycznie lub cytostatycznie
wylacznie na komoérki transformowane, podczas gdy komoérki zdrowe nie sa wrazliwe na jego
dziatanie [Fransen i wsp., 1986]. Ostatecznie okazalo si¢, ze zdrowe komorki moga by¢
réwniez uszkadzane przez TNFa, a linie komoérek nowotworowych wykazuja rdzna
wrazliwo$¢ na egzogenny TNFa. Moga ulegac catkowitemu zniszczeniu lub nie reagowac¢ na
TNFa wogdle [Bollon i wsp., 1988]. Opornos¢ niektorych komérek nowotworowych na TNFa
polega prawdopodobnie na defekcie mechanizméw przenoszenia sygnatéw odpowiedzialnych
za toksyczny efekt TNFa po jego zwigzaniu z receptorami [Shepard i wsp., 1988]. Opornosc
moze by¢ takze spowodowana uaktywnieniem si¢ fizjologicznych mechanizméw chroniacych
zdrowe komorki przed toksycznym wplywem TNFa. Zaobserwowano, ze preaktywacja
niektorych komérek nowotworowych przy pomocy TNFa powoduje synteze manganowej

dyzmutazy nadtlenkowej (MnSOD), ktéra chroni je przed toksycznym wplywem wolnych
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rodnikéw tlenowych [Wong i wsp., 1992].

TNFa moze aktywowac¢ makrofagi do niszczenia komorek nowotworowych
niewrazliwych na dziatanie egzogennego TNFa. Stymuluje wytwarzanie w makrofagach
innych toksycznych mediatoréw, np. nadtlenku wodoru [Hoffman i wsp., 1987], lub wzmaga
ekspresje zwigzanego z blona TNFa. Wykazano, ze "uzbrojone" w ten sposéb makrofagi
moga uszkadza¢ komorki linii nowotworowych odpornych na rozpuszczalny TNFa [Peck i
wsp., 1989]. Ponadto TNF« indukuje na §rédblonkach naczyn ekspresjg wielu czasteczek
adhezyjnych dla leukocytéw, a tym samym przyczynia si¢ do migracji komérek uktadu
odpornoSciowego do ogniska guza nowotworowego [Bevilacqua i wsp., 1987]. Posiada tez
wlasciwoSci prokoagulacyjne, co moze by¢ przyczyna martwicy krwotocznej guza
nowotworowego [Nawroth i wsp., 1988]. Tak wi¢c w warunkach in situ TNFa uwalniany z

TIM moze by¢ waznym czynnikiem odpowiedzialnym za destrukcj¢ tkanki nowotworowe;j.

1.4.2. Tlenek azotu.

Tlenek azotu jest gazem trudno rozpuszczalnym w wodzie, jego okres pottrwania
wynosi ok. 4-60 sek. [Knowles i wsp., 1992]. NO posredniczy w wielu zjawiskach
fizjologicznych. Jest wydzielany przez Srédblonek naczyn krwionos$nych, odpowiadajac za
rozkurcz migs$niowki gladkiej bierze udzial w regulacji ciSnienia t¢tniczego krwi [Palmer i
wsp., 1987]. Ponadto jest zaangazowany w cytotoksyczne uszkadzanie niektérych komoérek
nowotworowych przez makrofagi mysie i efekt bojczy wobec chorobotwdrezych
mikroorganizméw [Hibbs i wsp., 1988; Nathan i wsp., 1991], hamowanie przylegania i
agregacji plytek krwi [Radomski i wsp., 1987, Moncada, 1992|, przekazywanie sygnatéw w

centralnym i obwodowym (nerwy nie-adrenergiczne, nie-cholinergiczne) systemie nerwowym
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[Bredt i wsp., 1990]- a tym samym regulacj¢ napiecia mig$niéwki drzewa oskrzelowego, ciat
jamistych, czy zwieraczy przewodu pokarmowego [Nathan, 1992; Blomqvist i wsp., 1993;
Vanderwinden i wsp., 1992]. NO jest produktem utlenienia koficowego N°-guanidynowego
atomu L-argininy przez enzym zwany syntaza NO (NOS), przy czym jako ko-produkt reakcji
powstaje L-cytrulina [Stuehr i wsp., 1992]. Aktywno§¢ NOS moze by¢ hamowana
kompetycyjnie za pomoca N“-pochodnych L-argininy [Kiechle i wsp., 1993]. W warunkach
fizjologicznych NO szybko przeksztalca si¢ do azotynéw i azotandw.

Wyréznia sig trzy izoformy NOS; NOS-I, II i III [Schmidt i wsp., 1993]. NOS-I i III
(zwane tez konstytutywnymi syntazami NO - ¢cNOS) obecne sa stale w cytozolu komérek
centralnego i obwodowego ukladu nerwowego (NOS-I) [Bredt i wsp., 1991], lub w postaci
zwigzanej z blong komoérkowa, w komérkach Srédblonka naczyfi krwiono$nych (NOS-III)
[Marsden i wsp., 1992]. NO syntetyzowany przez izoformy cNOS dziala jako fizjologiczny
regulator napigcia mi¢Sniowki gladkiej naczyin krwionoS$nych lub jako neurotransmiter. Obie
izoformy cNOS wytwarzaja niewielkie iloSci NO przez krotki czas po zadzialaniu bodzcéw
powodujacych wzrost §rédkomérkowego poziomu jonéw Ca**, przy czym dla aktywnosci
enzymu konieczna jest obecno$¢ kalmoduliny. Z kolei NOS-II (zwana indukowalng syntaza
NO - iNOS), jest nieobecna w komoérkach spoczynkowych. Produkcja NO rozpoczyna sie,
gdy komorka zostanie uprzednio pobudzona, np. przez cytokiny (IL-1, IL-2, TNFa, IFNY)
lub lipopolisacharyd (LPS) do syntezy iNOS [Nussler i wsp., 1993]. Raz zsyntetyzowana,
iNOS wiaze nieodwracalnie kalmoduling niezaleznie od jonéw Ca** i wykazuje pelna
aktywnosc, bez wzgledu na aktualna koncentracjg wolnych jonéw Ca** w komorce [Schmidt
i wsp., 1993]. iNOS produkuje duze iloéci NO w spos6b ciagly, az do wyczerpania substratu

lub degradacji samego enzymu. Regulacja aktywnosci iNOS zachodzi najprawdopodobniej
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na poziomie transkrypcji DNA [Schmidt i wsp., 1993].

Ekspresja iNOS zostala po raz pierwszy opisana w mysich makrofagach, jednakze jej
wystepowanie w roznych komaorkach i tkankach u ssakéw jest doé¢ powszechne. U czlowieka
indukcje iNOS opisano do chwili obecnej w: hepatocytach, komérkach migs$niéwki gladkiej
i komoérkach Srédblonka naczyi, niektérych komoérkach szpiku, keratynocytach, komérkach
migsnia sercowego, chondrocytach i komérkach 8 wysp Langerhansa [Nussler i wsp., 1993;
Palmer i wsp., 1993; Moncada i wsp., 1993]. Nieznaczng syntez¢ NO przez ludzkie
monocyty/makrofagi obserwowano poSrednio podczas dlugotrwatej stymulacji w hodowli za
pomoca GM-CSF+TNFea, IFNyY+ TNFea i LPS [Denis, 1991; Munoz-Fernandez i wsp.,
1992], jednakze dotychczas nie przedstawiono bezposredniego dowodu na istnienie syntezy
NO w monocytach [Moncada i wsp., 1993]. Wykazano ponadto niemoznos¢ indukcji syntezy
iNOS za pomoca LPS i cytokin w ludzkich komérkach Browicza-Kupffera [Nussler i wsp.,
1993].

Aktywno$c wszystkich trzech izoform NOS jest zalezna od obecnosci zredukowanego
fosforanu dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego (NADPH), tetrahydrobiopteryny
(BH,), dwunukleotydu flawinowo-adeninowego (FAD) i mononukleotydu flawinowego
(FMN) [Schmidt i wsp., 1993]. Indukcja aktywnosci NOS znajduje swoj wyraz w
réznorodnych reakcjach biochemicznych bedacych wyrazem licznych efektéw biologicznych
wywieranych przez NO na komoérki docelowe. Niewielkie iloSci NO uwalniane przez ctNOS
aktywuja NO-zalezne enzymy uczynniajac odpowiednie szlaki sygnatowe. Aktywacja
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej poprzez laczenie sie NO z zelazem hemowej grupy
prostetycznej cyklazy, prowadzi do syntezy cGMP i wzrostu jego poziomu w komorce, czego

skutkiem sa liczne reakcje fizjologiczne, jak np. rozkurcz migsniéwki gladkiej naczyn
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krwionoénych [Ignarro, 1991]. Z kolei duza ilo§¢ NO syntetyzowana przez iNOS réwniez
moze aktywowac cyklazg guanylowa [Stuehr i wsp., 1992], lecz przede wszystkim unieczynniaé¢
enzymy majgce w swych osrodkach katalitycznych atomy zelaza i/lub siarki [Schmidt i wsp.,
1993]. W ten sposéb zostaje zinaktywowana czynno$c I i II kompleksu mitochondrialnego
faficucha oddechowego [Drapier i wsp., 1988], akonitazy - kluczowego enzymu cyklu Krebsa
[Stuehr i wsp., 1989], reduktazy rybonukleotydowej niezbednej do syntezy DNA [Kwon i
wsp., 1991]. NO uszkadza réwniez bezposrednio DNA powodujac jego dezaminacje i pekanie
podwdjnej spirali oraz reaguje z wolnymi rodnikami tlenowymi tworzac toksyczne dla
komorki polaczenia [Wink i wsp., 1991; Beckman i wsp., 1990]. Tak wig¢c cytotoksyczne
dziatanie NO syntetyzowanego przez makrofagi, wzgledem niektoérych mikroorganizméw i
komoérek nowotworowych, moze by¢ przynajmniej w czg¢Sci zalezne od aktywnoSci iNOS
[Nathan i wsp., 1991].

Tlenek azotu wydzielany przez aktywowane makrofagi mysie zostat opisany jako
czynnik o dziataniu toksycznym dla komérek nowotworowych [Hibbs i wsp., 1988; Keller i
wsp., 1989]. Zaobserwowano ponadto, ze niestymulowane szczurze makrofagi pecherzykéw
ptucnych hodowane z syngenicznymi komoérkami grasiczaka wydzielaja NO, ktéry dziata
cytotoksycznie na komoérki nowotworowe [Nozaki i wsp., 1993]. Makrofagi uzyskiwane od
gryzoni wykazuja aktywno$¢ iNOS [Lorsbach i wsp., 1993]. Mysie makrofagi produkuja i
wydzielaja NO w wyniku stymulacji réznymi czynnikami, np. cytokinami, LPS, syngenicznymi
lub allogenicznymi komérkami nowotworowymi [Ding 1 wsp., 1988; Isobe i wsp., 1993].
Jednakze mechanizmy aktywacji produkcji indukowalnej syntazy NO w ludzkich
monocytach/makrofagach pozostaja niejasne , a zdoIno$¢ ludzkich monocytéw/makrofagéw

do syntezy NO jest w dalszym ciggu watpliwa [Cameron i wsp., 1990; Schneemann i wsp.,
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1993; Nussler i wsp., 1993]. Chociaz ludzkie monocyty moga by¢ aktywowane in vitro do
toksycznego uszkadzania komorek nowotworowych przez takie czynniki jak IFNy , IL-2 czy
TNFa [Siedlar i wsp., 1992; Mantovani, 1989], to jednak ciagle istnieja watpliwosci co do roli
NO jako czasteczki efektorowej makrofagéw cztowieka [Martin i wsp., 1993; Petit i wsp.,

1992].

1.5. Podsumowanie.

Posr6d komérek naciekajacych tkanke¢ nowotworowa znaczny odsetek stanowig
makrofagi. Monocyty/makrofagi stanowia heterogenna populacj¢ komoérek o ré6znym stopniu
zréznicowania fenotypowego i funkcjonalnego. W zalezno$ci od ich lokalizacji w obrebie
guza nowotworowego moga pelni¢ odmienne role. Trudne jest wigc jednoznaczne okreslenie
funkcji TIM w reaktywnoSci immunologicznej gospodarza na rozwijajacy si¢ nowotwor.
Zrozumienie interakcji pomi¢dzy monocytami/makrofagami a komérkami nowotworowymi
in situ ma podstawowe znaczenie dla wyjasSnienia ich roli w immunobiologii guzéw
nowotworowych, a chociazby cze¢sSciowe scharakteryzowanie wydzielanych przez nie
czynnikéw moze mie¢ praktyczne implikacje dla terapii przeciwnowotworowe;.

Aktywno$¢ cytotoksyczna makrofagow wzgledem komorek nowotworowych jest
miedzy innymi mediowana przez TNFa, wolne rodniki azotowe (wlaczajac w to tlenek azotu)
i tlenowe, enzymy proteolityczne. W chwili obecnej stosunkowo duzo wiadomo na temat roli
TNFa lub wolnych rodnikéw w niszczeniu komoérek nowotworowych przez
monocyty/makrofagi. Nie wiadomo jednak, co jest bezposrednim sygnatem do indukcji
mechanizméw efektorowych.

W kontekscie powyzszych obserwacji zostat uzyty system i vitro interakcji monocytow
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czlowieka (traktowanych jako komoérki prekursorowe makrofagéw tkankowych) z komorkami
nowotworowymi w celu zbadania, czy bezposredni kontakt monocyt-komérka nowotworowa
prowadzi do syntezy TNFa i NO przez monocyty oraz w celu analizy czasteczek

powierzchniowych jakie moglyby brac udzial w tych interakcjach.



2. Cel i zatoZenia pracy.

Makrofagi naciekajace nowotwor (TIM) pochodza z monocytéw krwi obwodowej, ktore sg
przyciagane w miejsce nacieku nowotworowego przez czynniki chemotaktyczne lub niektére
cytokiny. Migrujace monocyty sa aktywowane, a ich funkcja modyfikowana w
mikrosrodowisku nowotworu poprzez interakcje z komérkami guza i/lub z limfocytami B, T,
a takze z monokinami wydzielanymi przez obecne juz makrofagi (aktywnos¢ parakrynna).
Tak wigc trudne jest jednoznaczne scharakteryzowanie funkcji TIM. W powyzszym
kontekscie postawiono sobie za cel:

1. Zbadanie, czy komorki nowotworowe moga bezpoSrednio stymulowa¢ monocyty krwi
obwodowej cztowieka (traktowane jako komoérki prekursorowe makrofagéw tkankowych) do
syntezy de novo i wydzielania TNFa; model in vitro interakcji in situ makrofaga z komorka
NOWOtWOTOW3;

2. Okreslenie, czy komorki nowotworowe oraz inne stymulatory takie jak cytokiny lub
LPS moga stymulowa¢ monocyty czlowieka do wydzielania tlenku azotu;

3. Zdefiniowanie struktur powierzchniowych na komérkach nowotworowych lub
monocytach zaangazowanych w reakcje prowadzace do wydzielania przez monocyty
substancji cytotoksycznych (TNFa i tlenku azotu);

4. Ustalenie, czy istnieja roznice w przekazywaniu sygnalu do syntezy TNFa i NO w

monocytach pod wplywem stymulacji przez komorki nowotworowe.
Badania immunocytochemiczne oraz hybrydyzacja in situ pozwalaja na uzyskanie

odpowiedzi na temat liczby i rodzaju komorek znajdowanych ~w  nacieku

okotonowotworowym. Nie umozliwiaja jednak okreslenia funkcji poszczegdlnych subpopulacji
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komorek naciekajacych nowotwor, ani identyfikacji czasteczek wigczonych we wzajemne,
dynamiczne interakcje monocytéw/makrofagéw z komoérkami nowotworowymi. W zwiazku
z powyzszym zalozono, ze nalezy opracowa¢ model in vitro interakcji komorek
nowotworowych z monocytami krwi obwodowej, nasladujacy sytuacje spotykang in situ, nie
obarczony wplywami jakie na oba rodzaje komérek moze wywiera¢ mikrosrodowisko
nowotworu. W ukladzie tym istnieje mozliwosS¢ okreSlenia sposobu przenoszenia sygnatu
aktywujgacego monocyt do wydzielania niektérych toksycznych mediatoréw po bezpoSrednim

kontakcie z komoérka nowotworowa.



3. Material i metody.

3.1. Izolacja monocytow i limfocytow T.

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) byly izolowane z krwi zylnej, pobieranej od zdrowych dawcéw na EDTA (roztwér
10%), za pomocg wirowania na standardowym gradiencie ggstosci Ficoll/Isopaque
(Pharmacia, Szwecja). Limfocyty T byly izolowane z PBMC z wykorzystaniem metody
tworzenia rozetek z traktowanymi neuraminidaza baranimi erytrocytami, z nastepowym
wirowaniem na gradiencie Ficoll/Isopaque i hemoliza baranich krwinek buforem Gey’a.
Monocyty byly izolowane z PBMC metoda elutriacji. Uzyto systemu elutriacyjnego JE-5.0
z wykorzystaniem 5 ml komory izolacyjnej Sandersona (Beckman, USA). Izolacja byla
przeprowadzana w temp. 10°C przy stalych obrotach rotora 3400/min. PBMC (100-200 ml,
2 x 10%ml) byly podawane do komory elutriacyjnej przy przeplywie 18,5 ml/min i nast¢pnie
elutriowane przez stopniowe zwigkszanie przeplywu az do 25 ml/min. Zbierano 10 frakcji
komérkowych (po 50 ml kazda). Ostatnia frakcja (50 ml przy przeplywie 30 ml/min) zbierana
od momentu wylaczenia rotora byla najbogatsza w monocyty; 85-90% czystosci w analizie
FACS (FACScanV, Becton-Dickinson, USA) z wykorzystaniem przeciwciata
monoklonaknego Leu-M3 (Becton-Dickinson). Monocyty byly zawieszane w koncentracji 1
x 10%ml w podlozu RPMI-1640 (Biochrom, Niemcy) z antybiotykami (100 pg/ml
streptomycyny, 100 U/ml penicyliny, 25 pg/ml gentamycyny), glutamina (2 mM: Gibco,

Wielka Brytania) i 10% ptodowa surowica cieleca (FCS, Biochrom) a nastgpnie uzywane do

dalszych eksperymentow.



3.2. Izolacja makrofagéw mysich.

Mysie otrzewnowe makrofagi otrzymywano od 6-8 tygodniowych myszy wsobnych
CBA/J plci meskiej. W celu indukcji akumulacji makrofagéw, myszy byly szczepione
dootrzewnowo 2 ml thioglikolatu (Difco, USA). 5 dni p6zniej komorki byly wyplukiwane z
otrzewnej przy uzyciu 5 ml PBS z heparyna (5 U/ml). Makrofagi byly dalej izolowane przez
adherencje do plastiku przez 2 godz. Komoérki adherentne byly nastepnie traktowane zimnym
0,02% EDTA w PBS (o temp. 4°C), ptukane i zawieszane w koncentracji 1 x 10%ml w

medium RPMI-1640.

3.3. Izolacja komorek nowotworowych.

Komérki nowotworowe uzyskiwano z plynu wysickowego chorych z rozsiewem
nowotworowym do otrzewnej i wodobrzuszem. Zagegszczona zawiesing komoérek z plynu
wysiekowego otrzymanego po nakluciu jamy otrzewnej wirowano na standardowym
gradiencie Ficoll/Isopaque. Zawiesing komoérek otrzymanych z interfazy nawarstwiano na
nieciagly gradient skiadajacy si¢ z 10 ml 100% i 15 ml 75% Ficoll/Isopaque. Komoérki
wirowano 10 min. w temp. pokojowej przy 1700 obrotach/min. Komérki nowotworowe
oceniano w mikroskopie Swietlnym w stosunku do traktowanych jako artefakt komoérek
migdzybtonka otrzewnej i leukocytéw . Komorki nowotworowe byly znajdowane na gorze
75% frakcji Ficoll/Isopaque. Procedura byla powtarzana 2-3 razy w wypadku
niesatysfakcjonujacego pierwotnego rozdzialu. Nastepnie komérki byly zawieszane w podiozu
RPMI-1640 z antybiotykami oraz 20% FCS i hodowane metoda kolejnych pasazy az do

momentu wyprowadzenia linii nowotworowe;.
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3.4. Hodowle komorkowe.

Do eksperymentéw uzyto nastepujacych komoérek nowotworowych: utrwalona linig
ludzkich komérek raka jelita grubego DeTa [Bosslet i wsp., 1988]; ludzkie komoérki raka
trzustki HPC, ludzkie komorki raka zotagdka CAV1 i ludzkie komérki raka jajnika CAOV1
(wyprowadzone w naszym laboratorium); ludzkie komorki raka pecherza moczowego
HU1703, ludzkie komérki nablonka pecherza moczowego HCV29 transfekowane onkogenem
v-raf (T112) i komorki zdrowego ludzkiego nablonka pecherza moczowego HCV29
(otrzymane od doc. dr D. Du§, Zaktad Immunologii Nowotwordw, Instytut Immunologii i
Terapii Do$wiadczalnej PAN, Wroctaw). Ludzkie zdrowe fibroblasty skérme-FMZ i komorki
HCV29 byly uzywane jako kontrola. Komoérki hodowane byly w podlozu RPMI-1640 z
antybiotykami i glutamina, w temp. 37°C, w 5% atmosferze CO, o podwyzszonej wilgotnosci,
pasazowane Srednio 2 razy w tygodniu. W niektérych eksperymentach uzyto traktowanych
mitomycyna C (MMC; Sigma) komdrek nowotworowych. Komorki byly inkubowane z MMC
(50 ng/ml) przez 20 min. w temp. 37°C, nastepnie plukane dwukrotnie w RPMI-1640 z 20%
FCS przez 1 godz. i zawieszone w podlozu hodowlanym. Komérki nowotworowe byly

testowane na zanieczyszczenie Mycoplasma sp. przy uzyciu standardowego podioza PPLO.

3.5. Hodowla monocytow z komorkami nowotworowymi w celu okre§lenia produkcji TNFa.
Monocyty (1 x 10°/ml) byly hodowane z komérkami nowotworowymi w stosunku 10:1
na plaskodennych 96-dotkowych plytkach (Nunc). Komérki byly hodowane przez 18 godz.
w temp. 37°C, w 200 nl podtoza RPMI-1640 na dolek. Supernatanty byly nast¢pnie zbierane
i testowane na aktywno$¢ biologiczna i poziom TNF. W niektorych eksperymentach do

stymulacji monocytow zostat uzyty octan mirystyloforbolu (PMA - phorbol myristate acetate,
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10 ng/ml; Sigma, Wielka Brytania).

3.6. Hodowla monocytéw lub mysich makrofagéw z komérkami nowotworowymi w celu okreslenia
produkcji tlenku azotu (NO).

W celu indukcji produkcji NO, ludzkie monocyty lub mysie makrofagi otrzewnowe
(1 x 10%ml) byly hodowane oddzielnie lub w obecnosci réznych stymulatoréw w
ptaskodennych 96-dotkowych plytkach (Nunc). W praktyce do 100 ul zawiesiny monocytéw
lub makrofagéw dodawano stymulator zawieszony w 100 1l podioza. Kohodowle prowadzono
przez 48 godz. w temp. 37°C w 5% atmosferze CO,. Oprécz komoérek nowotworowych (5 x
10°%/ml lub 1 x 10%ml traktowanych MMC) uzyto nastepujacych stymulatoréw: ludzki rTNFa
(100 U/ml, o aktywnosci 3 x 10’ U/mg, otrzymany od prof. dr W. Steca, Polska Akademia
Nauk, L6dz), IFNy (500 U/ml, Genzyme), IL-2 (200 U/ml, EuroCetus) oraz LPS (10 pg/ml,
Sigma). Nadsacz byt zbierany po 48 godz. od poczatku kohodowli i natychmiast testowany

na zawarto$¢ azotynow.

3.7. Przeciwciata monoklonalne i analiza cytofluorymetryczna (FACS).

Zostaly uzyte przeciwciala monoklonalne przeciwko nast¢pujacym antygenom: CD11a
(LFA-1 a; chain), CD18 (LFA-1 B2 chain), CD29 (VLA 1 chain), CD44 (rozpoznajace
glikoproteing o cigzarze 80-90 kD), CD51 (VNR), CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-3)
(wszystkie Immunotech, Francja). Ponadto zastosowano przeciwciala monoklonalne dla
monomorficznych determinant HLA-DR (L243, ATCC, USA: BMAO21, Behring, Niemcy)
oraz dla monomorficznych determinant MHC klasy I (rozpoznajace tancuch ciezki a:;

Behring). Jako kontrola shuzyly przeciwciata o korespondujacym izotypie (OKT3, Ortho,
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Niemcy) lub oczyszczone mysie izotypowe kontrole IgG, (MOPC1) i IgG,, (obie
immunoglobuliny Immunotech). Analiza cytofluorymetryczna byla przeprowadzana przy
uzyciu FACScanV (Becton-Dickinson). Uzyte przeciwciala byly testowane na
zanieczyszczenia endotoksyng bakteryjna przy uzyciu Coatest Endotoxin (Chromogenix AB,

Szwecja).

3.8. Blokowanie przeciwciatami monoklonalnymi interakcji: monocyt-komorka nowotworowa.
Rézne przeciwciala monoklonalne oraz izotypowo zgodne przeciwciata kontrolne byly
dodawane w koncentracjach 1 pg/ml do monocytéw hodowanych z komorkami
nowotworowymi. Réwnolegle monocyty lub komérki nowotworowe byly preinkubowane
przez 90 min. w temp. 37°C z tymi samymi przeciwciatami (o stezeniu 1 pg/ml), nastgpnie
trzgkrotnie plukane i dodawane odpowiednio do komérek nowotworowych lub monocytow.
Komérki kohodowano przez 18 godz. w przypadku testowania nadsaczu na obecnos¢ TNF

lub 48 godz. w wypadku badania poziomu azotynow.

3.9. Okreslenie poziomu TNFa w badanych nadsqczach z hodowli komdrkowych.

Poziom czynnika martwicy nowotwordéw alfa (TNFa) byt okreslany za pomocg testu
Elisa dla TNFa (TNF-alpha EASIA, Medgenix, Belgia). Jego aktywnos$¢ biologiczna byla
oceniana w teécie biologicznym z uzyciem traktowanej aktinomycyna D mysiej linii
fibroblastycznej L929. Test biologiczny przeprowadzano w nastepujacy sposob: komorki L929
hodowano w ptaskodennych 96-dotkowych plytkach (Nunc) w koncentracji 2 x 10*/dolek, w
podiozu RPMI-1640 z 2% FCS. Po 18-godzinnej hodowli w 37°C badane nadsacze lub

rekombinowany TNFa (wewnetrzny standard, testowany wczesniej w stosunku do standardu
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86/659 rTNFa, NIBSC, Londyn) byly dodawane do komérek 1929 w dwukrotnych
rozcieficzeniach podlozem RPMI-1640 z 2% FCS, poczawszy od rozcieficzenia 1:10. Do
kazdego oczka dodawano aktinomycyng D (koficowe rozcieficzenie 1 pg/ml, Sigma). Po 18
godz. inkubacji do komérek dodawano na 4 godz. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), a nastepnie ekstrahowano zredukowany barwnik za
pomoca izopropanolu zawierajacego 0,04 M HCl. Wyniki przedstawiano w U/ml odczytujac
je z kizywej standardowej rTNFe z wykorzystaniem kolorymetrycznego czytnika do plytek

(Labsystems Multiskan PLUS, Finlandia) i programu komputerowego Labsystem.

3.10. Okreslenie poziomu tlenku azotu w nadsqczach.

Produkcj¢ tlenku azotu (NO) badano poprzez okreslenie poziomu azotynéw (jako
koficowego sfabilnego produktu metabolizmu NO) w nadsgczu. Uzyto metody opisanej przez
Ding’a i wsp. [Ding i wsp., 1988]. Prébki badanych nadsacz6w (po 100 pl) inkubowano przez
10 min. w temp. pokojowej z odczynnikiem Griess’a (1% sulfanilamid/0,1% N-1-
naphthylethylene diamine dihydrochloride/2,5% H;PO,). Absorbancja byla mierzona przy
dhugosci fali 550 nm uzywajac czytnika Labsystems Multiscan PLUS. Koncentracjg azotynéw

odczytywano z krzywej standardowej uzywajac NaNO, jako standardu.

3.11. Hamowanie syntezy tlenku azotu.

W celu hamowania aktywnosci syntazy tlenku azotu zostal uzyty jej kompetycyjny
inhibitor - N°-monometylo-L-arginina (L-NMMA, Calbiochem, USA) w stezeniach 30-300
uM [Hibbs i wsp., 1987]. W niektorych eksperymentach monocyty lub komorki nowotworowe

byly preinkubowane z tymi samymi dawkami L-NMMA przez 30 min. w 37°C, plukane, a
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nastgpnie dodawane odpowiednio do komérek nowotworowych lub monocytéw.

3.12. Hamowanie syntezy biatek w monocytach.

W celu zablokowania syntezy bialek, monocyty byly preinkubowane przez 30 min. w
temp. 37°C z nieodwracalnymi inhibitorami syntezy biatek - emetyng (107-10° M, Sigma)
[Kowalczyk i wsp., 1984] lub aktinomycyng D (0,01-1 pg/ml, Sigma). Emetyna lub
aktinomycyna D byly w niektSrych eksperymentach dodawane do hodowli monocytéw z

komoérkami nowotworowymi.

3.13. Selektywna inaktywacja monocytow.

Poniewaz w kohodowli monocytéw z komérkami nowotworowymi zaréwno jedne jak
i drugie moga potencjalnie produkowa¢ NO, do wybidrczej inaktywacji monocytéw uzyto
czynnik lizosomotropowy Leu-OMe (L-leucine methyl ester, Sigma) [Thiele i wsp., 1983].
Monocyty byly preinkubowane z réznymi koncentracjami (0,1-10 mM) Leu-OMe przez 30
min. w temp. 37°C przed dodaniem komorek nowotworowych lub Leu-OMe byl dodawany

do kohodowli.

3.14. Przygotowanie sondy cDNA dla TNFa i hybrydyzacja in situ.

Sonda cDNA dla ludzkiego TNFa byla fragmentem restrykcyjnym (Pstl-Pstl) o
wielkosci 1178 par zasad w plazmidzie pGEM1 (otrzymanym od prof. W. Fiersa, Ghent
University, Belgia). Fragment PstI-Pstl byl oczyszczany po trawieniu wektora enzymem
restrykcyjnym Pstl, przy pomocy elektroforezy w niskotopliwej agarozie (LMP. Sigma).

Sonda byta sulfonowana wedlug instrukcji firmowej (Sigma). Sluzacy jako kontrola plazmid
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pGEM1 bez insertu dla TNFa, byl preparowany identycznie. Monocyty i komorki
nowotworowe hodowano przez 18 godz. w 24-dotkowej plytce (Nunc) na plastikowych
szkietkach (Thermanox, Nunc) pokrytych zelatyna, plukano dwukrotnie w PBS i utrwalano
w 4% paraformaldehydzie przez 10 min. w temperaturze pokojowej, nast¢pnie plukano,
odwadniano we wzrastajacych stgzeniach etanolu i suszono. Po trawieniu proteinaza K
(5pg/ml; Merck, Niemcy) przez 30 minut w 37°C i hydrolizie w 0,1 M HCI, komorki byly
plukane i ponownie utrwalane w 4% paraformaldehydzie. Nastgpnie komorki poddawano
prehybrydyzacji. Szkietka byly inkubowane z 200 ul roztworu prehybrydyzacyjnego przez 2
godziny w temp. 42°C. Roztwér skladat si¢ z 500 ul dejonizowanego 100% formamidu, 250
pl 20 x SSC (1 x SSC = 0,15 M Nad(l, 0,015 M cytrynian sodu, pH 7,0), 50 ul drozdzowego
tRNA (10 mg/ml, Sigma), 10 ul 100 x roztworu Denhardt’a (roztwor wodny zawierajacy 2%
poliwinylopirolidonu, 2% cielgcej albuminy, 2% Ficoll’'u), 10 1 5 M NaH,PO,, 80 ul
traktowanej DEPC (dwuetylopiroweglan, Sigma) destylowanej wody i 100 ul Swiezo
zdenaturowanego DNA otrzymanego ze spermy tososia (1 mg/ml, Sigma). Po prehybrydyzacji
komorki byly hybrydyzowane z sulfonowana sonda cDNA dla TNFa przez 18 godz. Roztwor
hybrydyzacyjny sktadat sie z 250 ul 100% dejonizowanego formamidu, 75 ul 20 x SSCi 12,5
pl drozdzowego tRNA (10 mg/ml). Na kazde szkietko byta naktadana mieszanina sktadajaca
sie z 34 ul roztworu hybrydyzacyjnego zmieszanego z 4-8 ul zdenaturowanej i ochlodzone;j
na lodzie sondy dla TNFe, 1 ul 50 x roztworu Denhardt’a, a na koniec uzupetniana do 50
ul wolna od RNazy destylowana wodg. Po hybrydyzacji szkietka byly ptukane w 1 x SSC
przez 10 min. w temp. 37°C, potem w 50% formamidzie w 1 x SSC i na koniec znéw w 1 x

SSC (w temp. pokojowej przez 10 min.) [Wigckiewicz i wsp., 1993].
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3.15. Immunoenzymatyczne wywolanie reakcji 7 sulfonowang sondgq.

Kohodowane komorki na szkielkach Thermanox byly inkubowane z roztworem
blokujacym (50 mM TRIS-HCl, 1 mM EDTA, 0,3% Tween20, 25% odtluszczone
sproszkowane mleko, pH 7,5) przez 1 godz. w temp. pokojowej, a nastgpnie z mysim
przeciwcialem monoklonalnym anty-sylfonowany DNA (Sigma) rozcieficzonym 1:300 w
roztworze blokujacym (przez 1 godz. w temp. pokojowej). Po trzykrotnym plukaniu w PBS
komorki inkubowano przez nastepna godzine w temp. pokojowej z przeciwcialem anty-mysia-
IgG, sprzegnigtym z alkaliczna fosfataza (rozcieficzone 1:300 w roztworze blokujacym).
Szkietka byly nast¢pnie plukane, a reakcja wywolywana podczas 30-minutowej inkubacji
komoérek z roztworem NBT (nitroblue tetrazolium , Sigma) i BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolylo-fosforan) w 0,1 M TRIS-HC], 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5. Komorki byly

podbarwiane hematoksyling i zatapiane na szkietku podstawowym w roztworze gliceryny z

zelatyna.

3.16. Analiza statystyczna.
Znamienno$¢ statystyczna pomiedzy grupami byla okreSlana przy uzyciu
niesparowanego dwustronnego testu -Studenta. Wyniki uwazano za statystycznie znamienne

gdy p<0,05.
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4. Wyniki.

4.1. Stymulacja monocytéw do wydzielania TNFa.

Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC), oczyszczone limfocyty T oraz
monocyty otrzymane od zdrowych dawcéw hodowano w obecnosci nowotworowych komoérek
DeTa (rak jelita grubego). Po 18 godzinach nadsacz z kohodowli byt zbierany i testowany
na obecno$¢ TNFa. Komorki DeTa stymulowaly PBMC i monocyty do produkcji TNFa
(Rys.1). W tych samych warunkach limfocyty T stymulowane komoérkami DeTa nie
produkowaly TNFa. Obserwowano jedynie niewielka spontaniczng produkcje TNFa przez
PBMC lub monocyty (< 10 U/ml). Natomiast w supernatantach z hodowli samych komérek
DeTa nie stwierdzono aktywnoSci TNFa. AktywnoSc cytotoksyczna supernatantow wzgledem
komorek 1.929 byta niemal kompletnie hamowana przez przeciwcialo monoklonalne B7.21,
anty-TNFa [Zembala, 1990]. Obserwacje te sugerowaly, ze monocyty byly gléwnym Zrédiem
TNF w PBMC oraz ze TNF byt typu a.

W celu okreslenia optymalnych warunkéw do produkcji TNFa, monocyty byly
hodowane z komérkami DeTa w réznych proporcjach. Komdrki nowotworowe hodowane
z monocytami, juz w proporcji 0,05:1 stymulowaly te ostatnie do produkcji TNFa (aktywnosc
412 U/ml) (Rys.2). Maksymalna produkcja TNFa (aktywno$¢ 508 U/ml) byta stwierdzona
przy proporcji komorek DeTa do monocytéw jak 0,1:1 (oraz wigkszych), i taki ich stosunek
zostat wybrany do dalszych eksperymentéw (Rys.2). Komorki raka zoladka CAV1 (Swiezo
wyizolowane od chorego) posiadaly réwniez zdolno$¢ stymulowania monocytéw do nieco
wigkszej produkcji TNFa (Rys.3). W supernatantach z kohodowli monocytéw otrzymanych

od zdrowych dawcéw z fibroblastami (FMZ) wykazano niewielka aktywnos¢ TNFa (39,3
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+21,7 U/ml; $rednia +SE obliczona z 12 kohodowli). Spontaniczna produkcja TNFa przez
monocyty wynosita 4,2 +1,2 U/ml.

W eksperymentach badajacych kinetyke wydzielania TNFa w hodowli monocytéw z
komérkami DeTa (i CAV1) wykazano, ze komoérki nowotworowe indukowaly produkcje
wykrywalnych ilosci TNFa juz po 4 godzinach hodowli, podczas gdy po 18 godzinach poziom
TNFa osiagal plateau i nie zmienial si¢ zasadniczo po 48 godzinach (Rys.3). Dlatego w
nastepnych eksperymentach komorki nowotworowe hodowano z monocytami przez 18 godz.

Wykorzystujagc Swiezo wyizolowane od chorego komorki raka trzustki (HPC)
stwierdzono, ze posiadaly one takze zdolno$¢ do stymulowania monocytéw do produkcji
TNFa, ktérego ilos¢ byta poréwnywalna do poziomu tej cytokiny stwierdzonego w kohodowli
z komérkami DeTa. Wyniki uzyskane testem biologicznym potwierdzono w teScie ELISA
(Rys.4). Produkcja TNFa przez monocyty stymulowane komdrkami nowotworowymi byla
wyzsza niz po stymulacji PMA. Normalne komorki fibroblastyczne i komorki prawidlowego

nablonka drég moczowych nie stymulowaly monocytéw do produkcji TNFa (Rys.4).

4.2. Indukcja ekspresji genu dla TNFa w monocytach stymulowanych komérkami nowotworowymi.

Monocyty od zdrowych dawcéw byly hodowane z komérkami nowotworowymi linii
DeTa. mRNA dla TNFa wykrywano za pomoca metody hybrydyzacji in situ uzywajac
sulfonowanej sondy cDNA dla TNFa. W kohodowli prowadzonej 4 godziny sygnat byl
widoczny w okoto 30% monocytéw (Fot.2). Po 18 godzinach kohodowli sygnat byt znacznie
silniejszy (Fot.3), natomiast niestymulowane monocyty hodowane przez 18 godzin nie
wykazywaly sygnalu dla TNFa-mRNA (dane nie przedstawiane). Obecnos¢ TNFa-mRNA

wykrywano gléwnie w monocytach pozostajacych w Scistym kontakcie z komoérkami
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nowotworowymi (Fot.2). Analogiczne obserwacje zostaly poczynione w odniesieniu do
komoérek linii nowotworowej CAV1 otrzymanej od chorego z rakiem zoladka (Fot.4). W
komoérkach nowotworowych hodowanych z monocytami (Fot.2 i 3 w tle) oraz hodowanych
oddzielnie (dane nie przedstawiane) nie wykryto TNFa-mRNA. Hybrydyzacja in situ z
samym sulfonowanym wektorem bez insertu dla TNFa dala wynik negatywny (Fot.1).
Wyciagnigto wniosek, ze komorki nowotworowe maja zdolnosc do indukgji ekspresji de novo

genu dla TNFa w ludzkich monocytach.

4.3. Indukcja wydzelania tlenku azotu (NO) przez monocyty po stymulacji komérkami
nowotworowymi.

Ludzkie monocyty hodowano przez 48 godzin w obecnosci LPS (10 ng/ml), IFNy (500
U/ml), TNFa (100 U/ml) lub ich kombinacji. Pod wplywem stymulacji tymi czynnikami
monocyty nie wydzielaly NO. W przeciwiefistwie do ludzkich monocytéw, mysie makrofagi
po dodaniu tych samych stymulatoréw wydzielaly NO (Rys.5). Jednakze ludzkie monocyty
jak i mysie makrofagi otrzewnowe wydzielaly NO w trakcie ich hodowli z nowotworowymi
komoérkami linii DeTa, chociaz ludzkie monocyty uwalnialy mniej NO (22,7 *+1,6 uM
azotynéw) niz komorki pochodzace od myszy (66,2 +18,7 uM azotynow). Wskazuje to na
fakt, ze jedynie komoérki nowotworowe, a nie inne czynniki mogg indukowac¢ synteze NO w

ludzkich monocytach.

44.IFNy nie posiada zdolnosci do preaktywacji monocytow do wydzielania tlenku azotu.
Brak wydzielania NO przez monocyty mégt wynikac¢ z niedostatecznego stopnia ich

aktywacji przed zadzialaniem stymulatora. Wiadomo, ze mysie makrofagi moga by¢
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preaktywowane (1 sygnat) za pomoca IFNy do wydzielania NO, kt6rego produkcja zachodzi
po ich dalszej stymulacji (2 sygnat) komérkami nowotworowymi lub cytokinami (np. IL-2)
[Jiang i wsp., 1992]. Jednakze w przeprowadzonych eksperymentach monocyty cztowieka
preaktywowane in vitro przez 4 godziny hodowli w obecnosci IFNy nie byly zdolne do
wydzielania NO po nastgpowej stymulacji za pomoca IL-2 lub LPS. Natomiast monocyty
stymulowane komoérkami nowotworowymi DeTa wydzielaly NO (Rys.6), a jego poziom nie
byt wyzszy w hodowlach monocytéw z IFNYy. Sugerowalo to, Zze monocyty czlowieka sa zdolne
do produkcji NO tylko w odpowiedzi na niektére sygnaly stymulujace. Zatem monocyty
cztowieka zachowujg si¢ odmiennie od makrofagéw mysich. Preaktywacja monocytéw nie

wplywa na iloS¢ produkowanego przez nie tlenku azotu.

4.5. Stymulacja monocytow réoznymi komorkami nowotworowymi do wydzelania tlenku azotu.
W celu ustalenia optymalnych warunkéw dla produkcji NO przez monocyty, komorki
linii DeTa hodowano z monocytami w réznych proporcjach oraz stosujac rozne czasy
kohodowli. Stwierdzono, ze optymalna produkcja NO zachodzi w przypadku hodowli 1 x 10°
monocytéw z 1 x 10* komorek DeTa (Rys.7) przez 48 godzin (Rys.8) w objetosci 100 pul
podloza. Aby upewni¢ sig, ze rzeczywiscie monocyty, a nie limfocyty T odpowiadajg za
produkcje NO w hodowli z komérkami nowotworowymi, oczyszczone limfocyty T, monocyty
lub PBMC od zdrowych dawcow byly przez 48 godz. hodowane w obecnosci komdrek DeTa.
Stwierdzono, ze komoérki DeTa stymulowaly izolowane monocyty i PBMC do produkcji NO
(Rys.9). Limfocyty T nie produkowaly NO po stymulacji komérkami nowotworowymi.
Spontaniczna produkcja NO przez PBMC i monocyty byta niewielka (< 6,5 uM azotynow).

Celem stymulacji monocytéw do wydzielania NO uzyto kilku réznych linii
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nowotworowych. Jedynie komoérki DeTa i w niewielkim stopniu CAV1 stymulowaly
monocyty do produkcji NO, podczas gdy komoérki linii HPC, CAOV1, HU1703, T112, a
takze prawidtowe komorki nie wykazywaly wlasciwosci stymulujacych (Rys.10).

Stwierdzono zatem, ze jedynie niektore komorki nowotworowe, a nie komorki
prawidlowe, LPS lub cytokiny stymuluja ludzkie monocyty do wydzielania NO. Wysoce
ograniczona zdolno$¢ do indukcji syntezy NO nie byla zwiazane z niedojrzaloscia
monocytéw, albowiem monocyty hodowane in vitro przez 7 i 14 dni nie odpowiadaly
produkcja NO na stymulacj¢ LPS lub IFNy. Ponadto komorki ludzkiej linii monocytarna
U937 po stymulacji LPS lub IFNy nie produkowaly NO (dane nie prezentowane). Powyzsze
obserwacje sugeruja istnienie innych mechanizméw prowadzacych do indukcji sygnatu do

wydzielania NO w monocytach czlowieka w poréwnaniu do makrofagéw mysich.

4.6. Wplyw NC-monometylo-L-argininy na synteze tlenku azotu w monocytach stymulowanych
komérkami linii DeTa.

N®-monometylo-L-arginina (L-NMMA)jestspecyficznym kompetycyjnyminhibitorem
syntazy NO [Hibbs i wsp., 1987]. L-NMMA uzyto w celu potwierdzenia tezy, ze poziom
azotynéw odzwierciedla 1lo§¢ NO wyprodukowanego przez monocyty, a nie przez komorki
nowotworowe oraz ze za produkcje NO odpowiada iNOS.

Zaobserwowano znamienny spadek produkcji NO (p<0.05) w czasie hodowli
monocytéw z komérkami DeTa w obecnosci L-NMMA (Tabela 1). Na podstawie powyzszej
obserwacji stwierdzono, ze za wytwarzanie tlenku azotu odpowiedzialna jest syntaza NO.
Nastgpnie zaobserwowano, ze preinkubacja monocytéw z L-NMMA przed dodaniem

komoérek nowotworowych powoduje znamienny (p<0.05) spadek produkcji NO w kohodowli



42
(Tabela 1). Preinkubacja komérek nowotworowych nie wywolywata spadku produkcji NO
w kohodowli (dane nie przedstawiane). Obserwacje te sugeruja, ze wzrost poziomu azotynéw
obserwowany podczas hodowli monocytéw z komérkami nowotworowymi jest spowodowany

produkcja NO przez syntazg NO obecng w monocytach.

4.7. Brak zaleino$ci produkcji tlenku azotu w hodowli monocytow z komérkami DeTa od
proliferacji komdrek nowotworowych.

Niektére komoérki nowotworowe wykazuja zdolno$¢ do produkcji NO [Radomski i
wsp., 1991; Werner-Felmayer i wsp., 1993]. W naszym ukladzie proliferujace komérki DeTa
mogly by¢ potencjalnym Zrédlem NO. Aby wykluczy¢ ta ewentualno$¢, komorki
nowotworowe przed dodaniem do monocytéw preinkubowano z mitomycyna C (MMC) w
celu zablokowania ich proliferacji, bez zahamowania metabolizmu. Ilos§¢ NO
syntetyzowanego w kohodowli monocytéw z komoérkami DeTa traktowanymi MMC byla
poréwnywalna do uzyskiwanej w kohodowli monocytéow z komoérkami DeTa nie
preinkubowanymi MMC (Rys.11). Sugeruje to, ze poziom produkcji NO nie byt

uwarunkowany proliferacja komérek nowotworowych.

4.8. Wplyw czynnika lizosomotropowego i blokera syntezy biatek na syntezg tlenku azotu w hodowli

monocytéw z komérkami nowotworowymi.
W kohodowli potencjalnym Zrédtem NO mogly by¢ zar6wno monocyty jak i komorki
nowotworowe. W celu zidentyfikowania komérek produkujacych NO uzyto czynnik

lizosomotropowy (Leu-OMe), ktory inaktywuje wybidrczo monocyty [Thiele i wsp., 1983].

Dodanie Leu-OMe do kohodowli monocytéw z komérkami DeTa prowadzilo do spadku
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produkcji NO do poziomu tta (Rys.12). Podobny efekt uzyskano uzywajac Leo-OMe do
preinkubacji monocytéw. W tym ukladzie Leu-OMe nie wplywat na spontaniczng produkcje
NO przez monocyty. Sugerowato to, ze w kohodowli monocyty sg zasadniczym zrédlem NO.

Makrofagi mysie posiadaja indukowalng syntazg NO [Lorsbach i wsp., 1993].
Jednakze do tej pory nie udalo si¢ wykazac produkcji NO przez monocyty czlowieka, stad
brak dowodéw na wystepowanie aktywnosci iNOS w monocytach czlowieka. Zalozono, ze
jesli za produkcje NO przez monocyty czlowieka po ich stymulacji komérkami
nowotworowymi odpowiedzialna jest iNOS, to zahamowanie syntezy biatek w monocytach
powinno prowadzi¢ do zahamowania produkcji NO. Preinkubacja monocytéw z emetyna lub
aktinomycyna D, nieodwracalnymi inhibitorami syntezy bialek, niemal zupehie zablokowala
produkcje NO w kohodowli (Rys. 13 i 14). Dodanie emetyny lub aktinomycyny D do
kohodowli dato podobny, zalezny od dawki, efekt. Jednakze spontaniczna produkcja NO
przez monocyty (i komoérki nowotworowe - dane nie przedstawiane) nie byla blokowana
przez emetyne i aktinomycyne D. Moze to sugerowac obecno$¢ konstytutywnej syntazy NO
w monocytach i komérkach nowotworowych. Preinkubacja komorek DeTa z emetyng, Leu-
OMe lub aktinomycyna D nie miala wplywu na produkcje NO obserwowana w hodowli
monocytéw z komérkami nowotworowymi.

Stwierdzono zatem, ze aktywna synteza bialek w monocytach jest konieczna do
uwolnienia przez nie tlenku azotu. Na podstawie powyzszych obserwacji mozna sadzic, ze
iNOS byla syntetyzowana de novo w monocytach pod wplywem stymulacji komoérkami

nowotworowymi.
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4.9. Rola czgsteczek adhezyjnych w interakcjach monocyt-komorka nowotworowa.

Uwaza sig, ze czasteczki adhezyjne odgrywaja wazna rol¢ w  interakcjach
wymagajacych wzajemnego kontaktu komoérek. Maja one szczegllne znaczenie we
wzajemnych oddzialywaniach pomigdzy komoérkami NK lub monocytami a komoérkami
nowotworowymi [Schmidt i wsp., 1985; Springer, 1990].

Komérki HPC, izolowane od chorego i hodowane przez stosunkowo krotki czas,
zostaly uzyte w dalszym ciagu do eksperymentéw majacych na celu wyjasnienie, jakie
czasteczki na powierzchni komorek nowotworowych i monocytéw sg zaangazowane w ich
wzajemne interakcje prowadzace do wydzielania przez monocyty czynnik6w toksycznych dla
komorek nowotworowych. Uzywana do badan linia HPC wykazywala ekspresj¢ antygenéw:
CD29, CD44, CD51, CD54 i CDS58. Wydawala si¢ zatem dogodnym modelem do okreslenia
roli wspomnianych struktur powierzchniowych w interakcjach komérek nowotworowych z
monocytami.

W celu poznania struktur powierzchniowych istotnych dla wzajemnych oddzialywan
badanych komérek, uzyto szeregu przeciwcial monoklonalnych (reagujacych z réznymi
przedstawicielami rodziny czasteczek adhezyjnych) do sprawdzenia ich wplywu na syntezg
TNFa i NO. Wykorzystano réwniez komorki DeTa, a uzyskane wyniki byly podobne do tych,
ktére otrzymano w przypadku hodowli monocytéw z komérkami HPC. Rezultaty zostaly
przedstawione tylko w odniesieniu do HPC. Wyniki dotyczace badania poziomu TNF w

supernatantach pochodza z testu biologicznego, lecz zostaly potwierdzone testem ELISA dla

TNFa.
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4.9.1. Indukcja produkcji TNFa.

Przeciwciata anty-CD11a, -CD18, -CD29, -CD51, -CD54, -CD58 dodawane do
hodowli monocytéw z komoérkami HPC nie wplywaly na produkcje TNFa (Rys.15).
Stwierdzono natomiast, ze przeciwciata anty-CD44 wykazywaly silny efekt hamujacy.
Monocyty stymulowane PMA stuzyly jako kontrola. Wymienione wyzej przeciwciata (w tym
anty-CD44) nie wywieraly wplywu na produkcjg TNFa przez monocyty stymulowane PMA.
Wyniki z eksperymentow wykorzystujacych do stymulacji komérki nowotworowe DeTa byly
podobne, aczkolwiek efekt blokowania produkcji TNFa przez monocyty byl stabiej wyrazony.

Obecnos¢ czasteczek CD44 stwierdzono zaréwno na monocytach jak i na komoérkach
HPC. Przed dodaniem do kohodowli, monocyty lub komérki nowotworowe byly
preinkubowane z przeciwcialami anty-CD44 lub odpowiednia kontrola izotypowa.
Preinkubacja komérek HPC w wickszym stopniu niz preinkubacja monocytéw wplywata na
obnizenie wydzielania TNFa przez monocyty w kohodowli z komérkami nowotworowymi
(Rys.16). Preinkubacja z kontrolnym przeciwcialem tego samego izotypu (IgG,) nie wplywata
na produkcje TNFa.

Powyzsze obserwacje sugeruja, ze czasteczki CD44 zlokalizowane na komoérkach

nowotworowych moga by¢ wlaczone w indukcje produkcji TNFa przez monocyty.

4.9.2. Indukcja produkcji tlenku azotu.

Komérki linii DeTa uzywane do indukcji syntezy NO nie wykazywaly obecnosci
czasteczek adhezyjnych na swej powierzchni. Jednakze przeciwciala monoklonalne anty-
CD29, -CD44 i -CD58 dodane do kohodowli monocytéw z komorkami linii DeTa

znamiennie (p<0.05) blokowaty produkcje NO (Rys.17). Przeciwciala skierowane przeciwko
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innym czasteczkom adhezyjnym byly bez wplywu na produkcje¢ NO. Preinkubacja komdrek
nowotworowych lub monocytéw z przeciwcialami anty-CD29, -CD44, i -CD58 nie
powodowata znamiennego zahamowania produkcji NO w kohodowli. Uzyte jako kontrola
przeciwciato OKT3 o izotypie IgG,, (dla przeciwcial anty-CD29 i -CD58) lub mysia
immunoglobulina o izotypie IgG, (dla przeciwciala anty-CD44), nie wplywaly na produkcje
NO przez monocyty w kohodowli. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze czasteczki CD29, CD44
i CD58 zlokalizowane na powierzchni monocytéw mogg by¢ zaangazowane sg w proces

indukcji wydzielania NO pod wplywem stymulacji komérkami nowotworowymi.

4.10. Rola czgsteczek MHC klasy Ii II w stymulacji monocytow komérkami nowotworowymi do
produkcji TNFa i NO.

W nacieku komérkowym otaczajacym tkanke nowotworowa zaréwno makrofagi jak
i niektére komorki guza produkuja TNFe in situ i wykazuja ekspresje czasteczek MHC klasy
Il [Zembala i wsp., 1989; Teh i wsp., 1992; Beissert i wsp., 1989; Naylor i wsp., 1990;
Zembala i wsp., 1990]. Powstalo pytanie, czy czasteczki MHC sg zaangazowane w interakcje
komérek nowotworowych i monocytéw, a w szczegdlnoSci w przenoszenie sygnahu
prowadzacego do produkcji TNFa i NO przez monocyty. Aby zbadac to zjawisko,
przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko monomorficznym determinantom MHC
klasy I lub HLA-DR dodawano do hodowli monocytéw z komérkami nowotworowymi.
Komoérki HPC wykazywaly ekspresje determinant MHC klasy I, natomiast komorki linii

DeTa nie posiadaly na swej powierzchni czasteczek MHC.
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4.10.1. Produkcja TNFa.

Przeciwciata anty-HLA-DR (L243) hamowaly w istotny sposéb (p<0.05) produkcje
TNFa przez monocyty stymulowane komoérkami HPC. Przeciwciata dla MHC klasy I lub
kontrolne przeciwcialo (OKT3) o tym samym izotypie (IgG,,), a takze mysia
immunoglobulina o izotypie IgG,,, pozostawaly bez wplywu na produkcj¢ TNFa przez
monocyty (Rys.18a). Te same przeciwciala zostaly uzyte w celu zbadania, czy produkcja
TNFa przez monocyty stymulowane PMA zostanie réwniez zahamowana. Nie
zaobserwowano efektu blokujacego (Rys.18b). Takie dodanie przeciwciala 1243 do
niestymulowanych monocytéw nie pobudzalo ich do wydzielania TNFa. Efekt blokujacy,
cho¢ mniej nasilony, obserwowano réwniez przy uzyciu innego przeciwciata anty-HLA-DR
(BMA 021; dane nie przedstawiane).

Poniewaz potencjalnie zaréwno monocyty jak i komérki nowotworowe moga posiadac
na swej powierzchni czasteczki HLA-DR, tak wigc komoérki nowotworowe jak i monocyty
byly preinkubowane z przeciwcialami anty-HLA-DR, a nast¢pnie dodawane odpowiednio do
monocytéw lub komoérek nowotworowych. Preinkubacja monocytéw z przeciwcialem anty-
HLA-DR prowadzita do istotnego (p<0.05) zahamowania produkcji TNFa (Rys.19).
Preinkubacja komoérek nowotworowych nie miata wplywu na produkcje TNFa w kohodowli.
Kontrolne przeciwciala nie mialy znaczenia dla wydzielania TNFa.

Wyniki te sugeruja, ze czasteczki HLA-DR znajdujace si¢ na monocytach sa wlaczone

w proces indukcji wydzielania TNFa po stymulacji niektérymi komérkami nowotworowymi.
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4.10.2. Produkcja tlenku azotu.

Przeciwcialo L1243 dodane do hodowli monocytéw z komérkami nowotworowymi
DeTa hamowato w istotny sposéb (p<0.05) wydzielanie NO przez monocyty (Rys.20).
Podobny, cho¢ nieco stabiej wyrazony efekt hamujacy, posiadato przeciwcialo BMA 021
(rowniez anty-HLA-DR; dane nie przedstawiane). Zaobserwowano jednak, ze oprécz
przeciwcial monoklonalnych anty-HLA-DR, réwniez przeciwciata dla MHC klasy I w istotny
sposéb (p<0.05) hamowaly wydzielanie NO w kohodowli. Przeciwcialo OKT3 (IgG,,) uzyte
jako kontrola izotypowa (dla anty-HLA-DR i anty-MHC klasy I) pozostawalo bez wplywu
na produkcj¢ NO. Preinkubacja monocytéw lub komérek nowotworowych DeTa
przeciwciatami anty-MHC klasa I lub anty-HLA-DR nie prowadzila do znamiennego
zahamowania produkcji NO w kohodowli.

Powyzsze obserwacje wskazujg, ze czasteczki MHC klasy I i HLA-DR,
najprawdopodobniej te, ktére znajdujg si¢ na powierzchni monocytéw, biora udzial w
procesie przekazywania sygnatu do indukcji syntezy NO przez monocyty po kontakcie z

niekt6rymi komdrkami nowotworowymi.
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5. Dyskusja.

Pochodzenie TNFa znajdowanego w duzym st¢zeniu w surowicy niektérych chorych
na nowotwory [Aderka i wsp., 1985; Balkwill i wsp., 1987; Zembala i wsp., 1988] pozostaje
niejasne. Aktywowane makrofagi zdaja si¢ by¢ gléwnym zrédiem tej cytokiny [Wong i wsp.,
1989]. Réwniez monocyty krwi obwodowej izolowane od niektérych pacjentéw z chorobg
nowotworowa wykazuja zwickszona zdolno$¢ do uwalniania TNFa [Aderka i wsp., 1985;
Zembala i wsp., 1988]. W badaniach histopatologicznych stwierdzono, ze TIM znakuja si¢
przeciwciatami monoklonalnymi dla TNFa lub wykazuja obecno$¢ TNFa mRNA [Beissert
i wsp., 1989]. Jednakze istnieja doniesienia, ze réwniez komérki nowotworowe moga
syntetyzowa¢ i wydzielac TNFa [Naylor i wsp., 1990]. Niejasna jest istota sygnalu
prowadzacego do indukcji ekspresji genu dla TNFea 1 jego wydzielania przez TIM, a takze
pytanie czy i jak makrofagi moga rozréznia¢c komorki transformowane od prawidlowych,
pozostaje bez odpowiedzi [Zembala i wsp., 1989].

W niniejszej pracy uzyto hodowli ludzkich monocytéw krwi obwodowej z komoérkami
nowotworowymi, jako modelu in vitro wzajemnych oddzialywan migdzy TIM i nowotworem
in situ. Stosujac ten model wykazano:

i) komoérki nowotworowe moga bezposrednio stymulowa¢ ludzkie monocyty do syntezy i
wydzielania TNFe;

i) niektére komérki nowotworowe moga bezposrednio stymulowac¢ ludzkie monocyty do
syntezy i wydzielania tlenku azotu;

iii) antygeny MHC klasy II oraz czasteczki CD44 sa wlaczone w interakcje monocytéw z

komérkami nowotworowymi prowadzace do syntezy TNFa:
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iv) antygeny MHC klasy 1 i II oraz czasteczki CD29, CD44 i CD58 biora udzial w
interakcjach prowadzacych do wydzielania tlenku azotu.

Kohodowla komoérek linii DeTa (rak jelita grubego) oraz izolowanych od chorego
komérek HPC (rak trzustki) z ludzkimi monocytami krwi obwodowej prowadzila do
pojawienia si¢ TNFa w nadsaczu. Pozostawato to w zgodzie z wczesniejszymi obserwacjami
stwierdzajacymi obecno$¢ TNFa w nadsaczu z hodowli mysich makrofagéw otrzewnowych
z transformowanymi nowotworowo, a nie z nietransformowanymi komoérkami [Hasday i wsp.,
1990). Réwniez w niniejszych eksperymentach prawidtowe ludzkie fibroblasty i komérki
nablonka pgcherza moczowego nie stymulowaly monocytow do wydzielania TNFa. Otwartym
pytaniem pozostawato, jakie elementy budowy komdrki nowotworowej stanowia bodziec
indukujacy w ludzkich monocytach syntez¢ TNFa. Wczesniejsze badania opisujgce zjawisko
stymulacji ludzkich monocytéw do wydzielania TNFa za pomoca izolowanych z komoérek
nowotworowych bton komoérkowych [Janicke i wsp., 1990; Demarco i wsp., 1992] wskazywaly,
ze sa to struktury zwigzane z powierzchnia komoérki nowotworowej.

Przeprowadzone obserwacje wykazaly, ze TNFa mRNA wystepuje w monocytach
hodowanych z komoérkami nowotworowymi. Obserwacja ta przemawia za faktem, ze
komérka nowotworowa indukuje syntezg de novo TNFa w monocytach, a nie jedynie sprzyja
uwalnianiu TNFa z istniejacych juz rezerw komorkowych lub z jego prekursoréw [Wong i
wsp., 1989]. W uzytym modelu komorki nowotworowe nie stymulowaly limfocytow T do
produkcji TNFa. Potwierdzito to sytuacje znajdowana in situ, bowiem obecnos¢ TNFa
stwierdzano w skrawkach z tkanek nowotworowych w TIM, a nie w limfocytach |[Beissert i
wsp., 1989]. Czyni to zaproponowany model in vitro wiarygodnym i odzwierciedlajacym

sytuacje obserwowana w zapalnym nacieku okotonowotworowym.
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Powyzsze obserwacje rodza pytanie, czy TIM moga by¢ stymulowane do produkcji
TNFa w mikro§rodowisku nowotworu w sposéb analogiczny jak monocyty w uzytym modelu
in vitro. Jak wspomniano wyzej, TNFa czy TNFa-mRNA znajdowano w TIM [Beissert i wsp.,
1989]. Obecno$¢ TNFa-mRNA w TIM potwierdzono réwniez metoda hybrydyzacji in situ
we wlasnych badaniach z uzyciem skrawkow histopatologicznych raka zotadka (dane nie
przedstawiane). W $wietle tych obserwacji mozna stwierdzic, ze system hodowli monocytéw
krwi obwodowej z komérkami nowotworowymi moze by¢ uwazany za model in vitro
interakcji zachodzacych in situ pomigdzy TIM i komérkami noworowymi. Jest on wolny od
wplywu innych elementéw mikroSrodowiska guza nowotworowego, przynajmniej jesli chodzi
o zjawisko indukcji syntezy TNFa. Otwartym pozostaje pytanie, czy TIM sg giéwnym
zrédtem TNFa znajdowanego we krwi chorych na nowotwory [Balkwill i wsp., 1987],
poniewaz zaréwno komorki nowotworowe [Naylor i wsp., 1990], jak i aktywowane monocyty
[Aderka i wsp., 1985; Balkwill i wsp., 1987; Zembala i wsp., 1988, 1993] moga syntetyzowac
TNFa.

Wykorzystujac system hodowli ludzkich monocytéw i komoérek nowotworowych
stwierdzono réwniez, ze w podobnych warunkach ludzkie monocyty po kontakcie z
niektérymi komdrkami nowotworowymi syntetyzuja i wydzielaja NO. Wedlug dostgpnych
danych, przemiana czasteczek L-argininy do NO wymaga uprzedniej indukcji syntazy NO.
W przypadku makrofagéw mysich, syntaza NO zostaje zaindukowana w makrofagu podczas
bezposredniego kontaktu z komérka nowotworowa [Keller i wsp., 1989: Hibbs 1 wsp., 1988:
Lorsbach i wsp., 1993; Nozaki i wsp., 1993]. U czlowieka brak dowod6éw na obecnosc iNOS
w monocytach/makrofagach i niniejsze doSwiadczenia sa pierwszymi z tego zakresu.

Brak odpowiedniej sondy cDNA dla iNOS w ludzkich monocytach uniemozliwiat
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wykazanie obecnosci tego enzymu w mikro§rodowisku guza nowotworowego. Trzeba zatem
zada¢ pytanie, czy rzeczywiscie bezposredni kontakt monocytéw/makrofagéw z komérkami
nowotworowymi in situ moze prowadzi¢ do uwalniania NO, na co wskazuja wyniki otrzymane
w warunkach in vitro. Dowodem po$rednim moze by¢ stwierdzenie zwigkszonej produkcji
NO u chorych z nowotworami poddanych terapii z wykorzystaniem IL-2. Jednakze nie udato
sig okresli¢ jakie jest jego Zrédto komérkowe [Hibbs i wsp., 1992; Ochoa i wsp., 1992].

Stwierdzono, ze cytokiny i LPS nie preaktywuja ani nie aktywuja monocytéw
czfowieka (w przeciwiefistwie do makrofagéw mysich) do wydzielania NO. Wiadomo
réwniez, ze niektdre cytokiny, jak: TNFa, IFNYy czy IL-2, wzmagaja cytotoksyczna aktywnosc
ludzkich monocytéw [Mantovani, 1989; Siedlar i wsp., 1992]. Tak wigc prawdopodobnie po
stymulacji monocytéw cytokinami szlak metaboliczny, ktérego koficowym produktem jest NO
(uwalniany jako toksyczny mediator), nie jest wykorzystywany. Ponadto zaobserwowano, ze
jedynie kohodowla z niektérymi komoérkami nowotworowymi aktywowata ludzkie monocyty
do produkcji NO. Z powyzszych obserwacji wynika, ze synteza NO w monocytach cztowieka
moze by¢ regulowana na innej drodze niz w makrofagach mysich, ktére moga by¢
aktywowane nie tylko przez komorki nowotworowe, ale LPS i cytokiny [Ding i wsp., 1988;
Isobe i wsp., 1993]. Wniosek ten znajduje czgSciowe potwierdzenie w ostatnio publikowanych
doniesieniach [Fuchs i wsp., 1994]. Opisane wyzej zjawiska implikujag posrednio, ze w
przypadku monocytéw cztowieka czynnikiem aktywujacym syntezg NO moze byc¢ bezposredni

kontakt z komo6rka nowotworowa.

Na podstawie niniejszych obserwacji mozna sugerowac, ze u cztlowieka NO jest
wlaczony jako czasteczka efektorowa w odpowiedz gospodarza na rozwijajacy si¢ nowotwor,

a jego zrodtem moga by¢ TIM. Spontaniczna produkcja NO przez komorki nowotworowe
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i monocyty nie byla zmieniona przez emetyng, Leu-OMe i aktinomycyne D, co moze
sugerowac obecnos¢ konstytutywnej syntazy NO zar6wno w komorkach nowotworowych jak
i w monocytach. Rzeczywiscie, w ostatnim czasie opisano aktywnoS$¢ konstytutywnej syntazy
NO w komoérkach ludzkich linii gruczolakoraka jelita grubego SW480, SW620 1 raka szyjki
macicy ME-180 [Radomski i wsp., 1991; Werner-Felmayer i wsp., 1993].

Zaobserwowano, ze pewne komoérki nowotworowe chociaz indukuja syntez¢ TNFa,
nie s3 zdolne do pobudzenia wydzielania NO przez monocyty. Sugerowac to moze, ze rozne
struktury powierzchniowe komoérek nowotworowych moga by¢ odpowiedzialne za indukcje
réznych mechanizméw efektorowych w monocytach. W tym konteksScie monocyt/makrofag
méglby nie tylko odréznia¢ komorki transformowane nowotworowo od nietransformowanych,
ale tez bylby w stanie "rozrézniac" komoérki nowotworowe pomigdzy sobg. Wniosek taki
pozostaje w zgodzie z licznymi wcze$niejszymi obserwacjami méwigcymi, ze monocyty
posiadaja zdolno§¢ do dyskryminowania komoérek transformowanych nowotworowo od
zdrowych. Monocyty chorych na chorobg nowotworowa i monocyty pochodzace od zdrowych
dawcéw byly w stanie niszczy¢ komorki nowotworowe nie uszkadzajac rownoczesnie komorek
zdrowych [Galligioni i wsp., 1993; Mantovani i wsp., 1979; Fidler i wsp., 1984]. By¢ moze
czasteczka CD44 jest jedna ze struktur znajdujacych si¢ na powierzchni komorki
nowotworowej, ktora indukuje sygnal prowadzacy do uruchomienia w monocytach niektérych
mechanizméw efektorowych (np. uwalniania TNFea). Alternatywnie, te same determinanty
komoérek nowotworowych moga reagowac z roéznymi strukturami powierzchni komorek
efektorowych - jednakze uzyskane wyniki (patrz nizej) wydaja si¢ temu przeczyc.

Uwaza sig, ze czasteczki adhezyjne (np. LFA-1, ICAM-1) sa niezwykle istotne dla

wielu procesOw wymagajacych wzajemnego kontaktu lub przylegania leukocytéw. W
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szezegdlno$ci ich udzial jest konieczny dla indukcji procesu mniszczenia komorek
nowotworowych przez cytotoksyczne limfocyty T (CTL) lub komoérki NK [Krensky i wsp.,
1983; Schmidt i wsp., 1985]. Poniewaz wczesSniejsze dane wskazywaly, ze bezposSredni kontakt
pomigdzy komoérka nowotworowa a efektorowa sprzyja uszkodzeniu tej pierwszej,
postawiono pytanie, czy czasteczki adhezyjne s zaangazowane w interakcje prowadzace do
produkcji i wydzielania przez monocyty czlowieka czynnikow uwazanych za toksyczne dla
komoérek nowotworowych - TNFa i NO. Otrzymane wyniki wskazuja, ze przeciwciala
monoklonalne dla CD11a, CD18, CD29, CD51, CD54 i CDS58 nie blokowaly produkcji
TNFe w kohodowli monocytéw z komdrkami nowotworowymi, chociaz integryny
leukocytarne (CD11a,b,c/CD18) moga odgrywa¢ duza role w zaleznym od bezpoSredniego
kontaktu uszkodzeniu komérek nowotworowych przez aktywowane monocyty [Bernasconi
i wsp., 1991]. Monocyty posiadaly na swej powierzchni wszystkie wspomniane czasteczki,
Iacznie z CD44, a komoérki HPC wykazywaly ekspresje CD29, CD44, CD51, CD54 i CDS58.
Komorki DeTa nie posiadaly na swej powierzchni zadnej z wyzej wymienionych determinant.
Obserwacje te sa podobne do stwierdzonego braku blokowania za pomoca przeciwciat anty-
CD11a cytotoksycznego uszkodzenia komérek linii mastocytoma P815 (CD11a%) przez
cytotoksyczne limfocyty T [Pallison i wsp., 1992]. W tych samych warunkach przeciwciata
monoklonalne przeciw CD29, CD44 i CD58 blokowaly synteze¢ NO. Nalezy stwierdzic, ze
fakt blokowania syntezy NO przez przeciwciala anty-CD29 i -CD58, bez réwnoczesnego
wplywu na syntez¢ TNFe, podkresla odrebnos¢ sygnatow, jakimi monocyty sa pobudzane do
syntezy réznych mediatoréw o potencjalnym dzialaniu cytotoksycznym na komorki
nowotworowe.

Efekt blokujacy przeciwcial monoklonalnych dla CD44 wskazuje na role tej czasteczki
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we wzajemnych interakcjach pomiedzy monocytem a komorka nowotworowa. Niewiele
wiadomo jest na temat funkcji CD44. CD44 wystepuje na wielu prawidtowych i
nowotworowych komorkach, a jej obecno$¢ koreluje z dynamika wzrostu i zdolnoScig guza
do przerzutowania [Knudson i wsp., 1990; Sy i wsp., 1992]. Czasteczka CD44 jest wlaczona
w procesy przylegania pomigdzy réznymi komoérkami. Sadzi sig, ze gléwnie kwas
hialuronowy, jak tez i inne elementy macierzy migdzykomoérkowej moga shuzy¢ jako
czasteczkowe "pomosty" pomigdzy komoérkami guza a komoérkami podScieliska produkujacymi
dla tych pierwszych czynniki wzrostowe [Sy i wsp., 1991; Toyama-Sorimachi i wsp., 1993].
Przedstawione wyniki wskazuja, ze czasteczki CD44 (w wigkszym stopniu na komdrkach
nowotworowych w przypadku syntezy TNFa) sa zaangazowane w interakcje pomigdzy
monocytami a komérkami nowotworowymi oraz ze moga ulatwia¢ produkcje TNFa i NO
przez monocyty. Poniewaz wigkszo$¢ monocytéw posiada na swej powierzchni czasteczki
CD44, nie mozna wykluczy¢ sytuacji, ze czasteczki CD44 zaréwno na monocytach jak i na
komérkach nowotworowych moga ulatwiac interakcje komérkowe prowadzace w koficowym
efekcie do indukcji syntezy TNFa Iub NO. Sytuacja moze by¢ analogiczna do spotykanej w
wypadku wzajemnych interakcji czasteczek LFA-1 i ICAM-1 na monocytach i limfocytach
T [Dustin i wsp., 1991]. Poniewaz nie wszystkie komorki nowotworowe wykazuja ekspresje
CD44, by¢ moze czasteczki te nie sa uniwersalnym sygnatem indukujacym wydzielanie
cytokin i NO przez monocyty. W szczegdlnosci komorki linii DeTa nie posiadaja determinant
CD44, a stymuluja monocyty do produkcji i wydzielania TNFa (chociaz nieco slabiej od
komérek HPC) oraz NO. Z kolei komorki raka trzustki (HPC) wykazuja ekspresje CDd4
na swej powierzchni lecz stymuluja monocyty tylko do produkcji TNFe, a nie NO. Wydaje

sig wiec mozliwe, ze obecnos$¢ czasteczek CD44 na powierzchni komoérek nowotworowych
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jest bardziej istotna dla indukcji syntezy TNFa, a na powierzchni monocytow dla indukcji
syntezy NO.

Preinkubacja komoérek nowotworowych linii DeTa, jak tez i monocytéw z
przeciwcialami monoklonalnymi anty-CD44 (oraz anty-CD29 i -CD58) nie powodowata
istotnego zahamowania uwalniania NO w kohodowli, w przeciwiefistwie do przeciwcial
dodawanych do kohodowli na state. Fakt ten moze thumaczy¢ zjawisko duzej dynamiki
wymiany struktur powierzchniowych monocytéw. Tak wi¢c nie zawsze mozna okre§li¢ wprost
(jak to si¢ udato w wypadku TNFa, by¢ moze na skutek krdtszego czasu trwania indukgcji),
na ktérej z dwu kohodowanych komoérek wystepuje czasteczka odgrywajaca zasadnicza rolg
we wzajemnych interakcjach.

Wykazanie, ze determinanty MHC moga by¢ zwigzane z interakcjami monocyt-
komérka nowotworowa, wydaje si¢ intrygujace. Zasadnicza funkcja antygendw zgodnosci
tkankowej jest ich udzial w prezentacji antygenéw konwencjonalnych limfocytom T
cytotoksycznym (udziat biora MHC klasy I) lub pomocniczym (zaangazowane sa MHC klasy
IT) [Bodmer, 1987]. Wiadomo, ze antygeny MHC klasy I moga odgrywa¢ duza role w
procesie odpowiedzi immunologicznej na rozwijajacy si¢ nowotwdr. Utrata z powierzchni
komodrek nowotworu czasteczek MHC klasy 1 kojarzy si¢ czgsto z progresja procesu
nowotworowego. Zjawisko to moze by¢ spowodowane "ucieczka" transformowanych komorek
spod nadzoru immunologicznego limfocytow T cytotoksycznych rozpoznajacych antygeny
nowotworowe w kontekScie MHC klasy I [Teh i wsp., 1992]. Determinanty MHC klasy II
sa rowniez waznymi czasteczkami w odpowiedzi immunologicznej gospodarza na rozwijajacy
si¢ u niego nowotwdr. Wynika to migdzy innymi z obserwacji, ze wzmozona ekspresja

antygené6w MHC klasy II na komorkach nowotworowych u myszy koreluje ze zmniejszona
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zdolnoscia do rozrostu guza [Morris i wsp., 1992] oraz jest zwiazana z lepszym rokowaniem
w niektorych nowotworach u ludzi [Esteban i wsp., 1990]. U myszy limfocyty CD4, a nie
CD8 sa odpowiedzialne za swoistg odpowiedZ przeciwnowotworowa, jako ze usunigcie
limfocytow CD4 wzmaga rozrost guza [Morris 1 wsp., 1992]. Obserwacje powyzsze mogg
porednio wskazywac na rolg czqsteczca\k MHC klasy II w indukcji przeciwnowotworowe;j
odpowiedzi immunologiczne;.

Ludzkie komoérki nowotworowe hodowane in vitro zwykle nie wykazuja ekspres;ji
determinant MHC klasy II, jednakze mogg by¢ one indukowane za pomoca IFNYy [Lahat i
wsp., 1992]. Komoérki nowotworowe uzyte d:) przeprowadzenia niniejszych eksperymentéw
nie wykazywaly konstytutywnej (ani po stymuiacji IFNY - dane nie przedstawiane) ekspresji
czasteczek MHC klasy II. Mimo to, niektére spos§réd nich mialy zdolno$¢ stymulowania
monocytéw do syntezy oraz wydzielania TNFa i NO. Sekrecja TNFa i NO byla blokowana
pododaniu przeciwcial monoklonalnych anty-HLA-DR do hodowli monocytéw z komoérkami
nowotworowymi. Zahamowanie ekspresji de novo genu dla TNFa przy pomocy przeciwcial
monoklonalnych anty-HLA-DR zostalo réwniez potwierdzone w nast¢pnych pracach
[Zembala i wsp., 1994]. Sugeruje to, ze czasteczki MHC Kklasy I sa wlaczone w interakcje
pomigdzy komdrkami nowotworowymi oraz monocytami, ktére to z kolei interakcje
prowadza do przekazania sygnalu indukujacego uwalnianie TNFa i NO przez monocyty.
Swoistoé¢ oraz selektywnosc blokowania potwierdzily nastepujace obserwacje:

i) przeciwciala monoklonalne anty-HLA-DR nie blokowaly produkcji TNFa przez monocyty
stymulowane PMA;
ii) przeciwciala monoklonalne o tym samym izotypie co anty-HLA-DR nie mialy wlasciwosci

blokujacych;
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iii)y preinkubacja monocytéw, a nie komoérek nowotworowych z przeciwcialami
monoklonalnymi anty-HLA-DR prowadzita do zahamowania produkcji TNFea.

W ostatnim czasie wykazano rolg czasteczek MHC Klasy IT w przenoszeniu sygnatu
w limfocytach B, komérkach maziéwki i monocytach. Stwierdzono, ze limfocyty B ulegaja
réznicowaniu i proliferacji po zwiazaniu przez czasteczki MHC klasy Il superantygenu TSST-
1 (toxic shock syndrome toxin 1) [Mourad i wsp., 1989]. ROwniez interakcje superantygenow
takich jak TSST-1 lub paciorkowcowa enterotoksyna B z czgsteczkami MHC klasy II na
ludzkich komérkach maziéwki [Mourad i wsp., 1992] lub monocytach [Trede i wsp., 1991]
wzmagaly ekspresjg genéw dla IL-18 i TNFa. Bylo to zwigzane z aktywacja wewnatrz
komoérki kinazy tyrozynowej i bialtkowej kinazy C [Trede i wsp., 1994].

Wszystkie powyzsze informacje sugeruja, ze czasteczki MHC klasy II odgrywaja wazna
role w stymulacji monocytéw do produkcji TNFa i NO. Moze to stanowi¢ nowy mechanizm,
za pomoca ktérego komorki mezenchymy, réwniez makrofagi tkankowe posiadajace na swej
powierzchni czasteczki MHC klasy II [Zembala i wsp., 1989], sa stymulowane w
bezposrednim sasiedztwie komoérek nowotworowych do wydzielania cytotoksycznych
czynnik6w, takich jak TNFa 1 NO.

Niniejsze obserwacje wskazuja, ze uwalnianie NO (w przeciwiefistwie do uwalniania
TNFea) przez monocyty stymulowane komérkami nowotworowymi (DeTa) bylo blokowane
takze przez przeciwciala monoklonalne skierowane przeciw faficuchowi cigzkiemu czasteczek
MHC klasy I. Tak wiec prawdopodobnie antygeny MHC klasy I, oprocz antygendw MHC
klasy II, sa zaangazowane w procesy indukgcji syntezy i uwalniania NO. Obserwacja ta jest
o tyle interesujaca, ze do chwili obecnej antygeny MHC klasy I byly rozpatrywane gldéwnie

w kontekscie prezentacji limfocytom T "wewnatrzpochodnych" antygenéw wirusowych lub
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nowotworowych [Kourilsky i wsp., 1989]. Ich udziat w przenoszeniu sygnatu do wnetrza
komorki byl opisywany jedynie w przypadku przenoszenia sygnatu aktywujacego limfocyty
T [Tscherning i wsp., 1994; Dasgupta i wsp., 1990]. By¢ moze, laficuch ciezki czasteczki
MHC klasy I pelni na powierzchni monocyta podczas indukcji syntezy NO przez komérke
nowotworowg analogiczng rolg, jak czasteczka CD28 na limfocycie T, reagujaca z czasteczka
B7 na komorce prezentujgcej antygen. Interakcja ta dostarcza "drugi sygnat" limfocytowi T,
pozwalajac mu uniknga¢ anergii na prezentowany antygen [Wade i wsp., 1993]. W przypadku
taficucha cigzkiego MHC klasy I, nieznany ligand na komérce nowotworowej mogiby
dostarcza¢ rowniez "drugi sygnal", aktywujac monocyt do syntezy indukowalnej syntazy NO
oraz naste¢pnie do produkcji NO. Za ta koncepcja moze przemawiac fakt, ze antygeny MHC
klasy I moga bezposrednio, bez koniecznosci wewnatrzkomoérkowego sprzegania, przylaczac
niektére, na przyktad wirusowe, biatka [Kubitscheck i wsp., 1992; Townsend i wsp., 1989;
Cerundolo i wsp., 1991]. Tak wigc, by¢ moze, czasteczki MHC klasy I i II monocyta moga
bezposrednio wiazac blizej nieokreslone ligandy na powierzchni komoérki nowotworowej, co
prowadzi w efekcie do indukcji syntezy NO. Fakt obecno$ci lub braku odpowiednich
ligandéw na komoérkach nowotworowych dla jednej lub obu rodzajéw czasteczek MHC lub
czasteczek adhezyjnych tlumaczylby w czesci obserwacje, ze tylko niektére komorki
nowotworowe moga indukowac synteze NO i/lub TNFa w monocytach.

Przeprowadzone badania nie daly odpowiedzi na pytanie, jakie czasteczki na
komérkach nowotworowych stanowia ligandy odpowiedzialne za indukcjg produkeji TNFa
i NO przez monocyty. Fakt, ze syntezg TNFa w kohodowli blokowaly przeciwciata
monoklonalne tylko anty-CD44 i anty-HLA-DR, a syntez¢ NO przeciwciala anty-CD29, -

CD44, -CD58, anty-MHC klasa I i anty-HLA-DR, moze $wiadczy¢ o tym. iz w indukcje
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syntezy i uwalniania NO zaangazowany jest szerszy niz w przypadku TNFa "wachlarz"
struktur powierzchniowych monocyta, dla ktérych musza istnie¢ na powierzchni komérki
nowotworowej odpowiednie ligandy. To thumaczyloby wzglednie matg czestose wystgpowania
komérek nowotworowych zdolnych do indukcji syntezy NO (na przetestowane przez nas 16
linii komorek nowotworowych - dane przedstawione czgSciowo- jedynie dwie byly zdolne do
stymulacji iNOS).

Praca niniejsza pozwolita na identyfikacje tylko niektorych mechanizméw
prowadzacych w monocytach czlowieka do indukcji syntezy czynnikéw toksycznych dla
komoérek nowotworowych. Stwierdzono, ze do aktywacji monocyta moze wystarczy¢ jego
kontakt z powierzchnia komoérki nowotworowej oraz to, ze aktywacja réznych mechanizméw
efektorowych w monocycie odbywa si¢ ré6znymi drogami. Konsekwencja moze by¢ zmienna
aktywno$¢ cytotoksyczna monocytéw wzgledem réznych komoérek nowotworowych w
zaleznoSci od tego, jaki szlak sygnalowy zostal aktualnie uruchomiony i jaka jest wrazliwos¢
danej komoérki nowotworowej na wytworzony czynnik toksyczny. Zmienia¢ si¢ wigc moze
"efektywno$¢" niszczenia nowotworu przez naciekajace go monocyty/makrofagi w zaleznosci
od immunobiologii mikroSrodowiska guza.

Przedstawione wyniki moga jedynie czg$ciowo wyjasni¢c mechanizmy operujace in vivo
w obrebie nacieku nowotworowego, bowiem eksperymenty doprowadzily do identyfikacji
tylko niektorych czasteczek na powierzchni monocyta/makrofaga odpowiedzialnych za
przenoszenie sygnalu do produkcji mediatorow toksycznych dla komérek nowotworowych.
Ich wyzwolenie nie przesadza jednak o koficowym wyniku interakcji TIM-komorki
nowotworowe, bowiem wrazliwoéc tych ostatnich na toksyczne uszkodzenie, ekspresja

receptoréw jak i produkcja czynnikow neutralizujacych mediatory (wolne receptory.
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inhibitory cytokin) stanowi¢ bedzie réwniez istotny element we wzajemnej grze pomigdzy

ukladem odpornoSciowym gospodarza a rozwijajacym si¢ nowotworem.



6. Wnioski.

1) Komérki nowotworowe posiadaja zdolnoé¢ do indukowania ekspresji genu oraz syntezy
TNFa w monocytach czlowieka.

2) Czasteczki adhezyjne CD44 wystepujace na komorkach nowotworowych sa wiaczone w
indukcje syntezy i uwalniania TNFa przez monocyty.

3) Czasteczki HLA-DR monocytéw moga by¢ zaangazowane w indukcj¢ syntezy TNFa po
kontakcie z komérkami nowotworowymi.

4) Komoérki niektorych ludzkich linii nowotworowych hodowane z monocytami stymuluja te
ostatnie do produkcji tlenku azotu.

5) Cytokiny i LPS nie stymuluja monocytéw cztowieka (w przeciwiefistwie do makrofagéw
mysich) do produkgji tlenku azotu.

6) Indukcja syntezy tlenku azotu w makrofagach mysich przebiega najprawdopodobniej na
innej drodze niz w przypadku ludzkich monocytéw.

7) Czasteczki adhezyjne CD29, CD44 i CD58 (znajdujace si¢ na monocytach) sa wlaczone
w indukcje syntezy tlenku azotu w monocytach stymulowanych komérkami nowotworowymi.
8) Lanicuch cigzki czasteczki MHC klasy I oraz czasteczka HLA-DR monocytow biora udzial
w przekazywaniu sygnatlu indukujacego synteze tlenku azotu w ludzkich monocytach

stymulowanych niektérymi komorkami nowotworowymi.



7. Streszczenie.

Makrofagi stanowiag znaczny odsetek poSréd komorek naciekajacych tkanke
nowotworowa. Istniejg dane sugerujace zwigzek ze stopniem nacieczenia nowotworu przez
komorki linii monocyt/makrofag a rokowaniem. Zrozumienie interakcji pomiedzy
monocytami/makrofagami a komdrkami nowotworowymi in situ ma podstawowe znaczenie
dla wyja$nienia ich roli w immunobiologii nowotworéw, a w dalszym etapie dla opracowania
nowych form immunoterapii nowotwordéw (terapia genowa). Makrofagi wydzielaja czynniki
hamujace rozwdj nowotworu oraz wykazuja bezposredni wplyw cytotoksyczny na zmienione
nowotworowo komorki. Komorki nowotworowe z kolei, wydzielaja czynniki dzialajace
chemotaktycznie na monocyty/makrofagi oraz wplywaja na ich réznicowanie.

Monocyty/makrofagi stanowia heterogenng populacj¢ komérek o réznym stopniu
zréznicowania fenotypowego i funkcjonalnego. W zaleznoSci od ich lokalizacji w obrebie
nacieku nowotworowego moga pemi¢ odmienne role (wzmaganie lub hamowanie wzrostu
guza). Trudne jest wigc jednoznaczne okreSlenie funkcji TIM w reaktywnosci
immunologicznej gospodarza na rozwijajacy si¢ nowotwor.

Aktywno$¢ cytotoksyczna makrofagéw wzgledem komorek nowotworowych jest
migdzy innymi mediowana przez TNFa, wolne rodniki tlenowe i azotowe. c¢nzymy
proteolityczne. W chwili obecnej stosunkowo duzo wiadomo na temat roli TNFa lub wolnveh
rodnikéw w niszczeniu komorek nowotworowych przez monocvty/makrofagi. Nie wiadomo
jednak, co jest bezposrednim sygnalem do indukcji mechanizmow efektorowych.

Badania immunocytochemiczne oraz hybrydyzacja in sie pozwalaja na uzyvskanice

odpowiedzi na temat liczby i rodzaju komodrek znajdowanveh w  nacicku
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okolonowotworowym. Nie umozliwiaja jednak okreslenia funkcji poszczegélnych subpopulacji
komérek naciekajacych nowotwor, ani identyfikacji czasteczek wlaczonych we wzajemne,
dynamiczne interakcje monocytéw/makrofagéw z komorkami nowotworowymi. W zwiazku
z powyzszym, opracowano model interakcji in vitro komorek nowotworowych z monocytami
krwi obwodowej (traktowanymi jako komoérki prekursorowe makrofagéw tkankowych),
nafladujacy sytuacje spotykang in situ. Model ten nie jest obarczony wplywami jakie na oba
rodzaje komoérek moze wywiera¢ mikro§rodowisko nowotworu. W ukladzie tym istnieje
mozliwoS¢ okreslenia sposobu przenoszenia sygnalu aktywujacego monocyt do wydzielania
niektorych toksycznych mediatoréw po bezpos$rednim kontakcie z komorka nowotworowa.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze niektére komoérki nowotworowe
hodowane z monocytami czlowieka posiadaly zdolnos¢ do indukowania w monocytach
ekspresji genu i produkcji TNFa. Stwierdzono, ze w powyzsze interakcje zaangazowane byly
czasteczki CD44, przede wszystkim te, ktére znajdowaly si¢ na powierzchni komoérek
nowotworowych. Z kolei czasteczki HLA-DR na powierzchni monocytéw braly udziat w
przenoszeniu sygnatu indukujacego synteze TNFa po kontakcie z komoérka nowotworowa.
Wnioski te wyciagni¢to na podstawie eksperymentéw, w ktorych wzajemne interakcje
monocytdw i komoérek nowotworowych blokowano za pomoca przeciwcial monoklonalnych
skierowanych przeciwko réznym strukturom powierzchniowym monocytéw i komérek
nowotworowych. Stosujac metode hybrydyzacji in situ wykazano ekspresje genu dla TNF«
w monocytach, zachodzaca w kohodowli po kontakcie z komoérkami nowotworowymi.

Niniejsze badania wykazaly, ze niektére komdérki nowotworowe indukuja synteze NO
w monocytach. W celu upewnienia si¢, ze komorki nowotworowe indukuja syntez¢ de novo

iNOS (ktéra z kolei produkuje NO) w monocytach, hamowano nieodwracalnic syntez¢ bialek



przez zastosowanie emetyny lub aktinomycyny D. Inaktywowano tez selektywnie monocyty
za pomoca czynnika lizosomotropowego LeuOMe. Zabiegi te (w stopniu proporcjonalnym
do stezenia uzytego reagentu) hamowaly produkcj¢ NO w kohodowli. W dalszych
doswiadczeniach wykazano, ze indukcja syntezy NO w mysich makrofagach przebiega
najprawdopodobniej na innej drodze niz w przypadku monocytéw cziowieka. Monocyty, w
przeciwiefistwie do makrofagéw mysich, nie produkowaly NO pod wplywem stymulacji LPS
lub cytokinami. Preaktywacja monocytow za pomoca IFNy réwniez nie wplywala na
produkcje NO.

Nastgpnie badano, jakie czasteczki na powierzchni monocytéw i komorek
nowotworowych sa zaangazowane we wzajemne interakcje prowadzace do uwalniania NO
przez monocyty w kohodowli. Analogicznie jak w przypadku badafi nad indukcjg wydzielania
TNFa, hodowano monocyty i komoérki nowotworowe w obecnoSci przeciwciat
monoklonalnych dla ré6znych czasteczek adhezyjnych, antygenéw MHC klasy I i czasteczek
HLA-DR. Przeciwciala dla czasteczek CD29, CD44 i CD58 znajdujacych si¢ tylko na
monocytach hamowaly w sposob istotny produkcje NO. Zaobserwowano takze, ze
monomorficzne przeciwciala skierowane przeciwko taicuchowi cigzkiemu antygenow MHC
klasy I oraz czasteczek HLA-DR takze hamuja uwalnianie NO w kohodowli. Stwierdzono
wigc, ze czasteczki adhezyjne CD29, CD44 i CD58 sa wigczone w indukcj¢ syntezy NO w
monocytach, a antygeny MHC biora udzial w przekazywaniu sygnatu indukujacego synteze
NO w monocytach po stymulacji niektorymi komérkami nowotworowymi.

Praca niniejsza pozwolita na identyfikacje tylko niektérych mechanizmow
prowadzacych w monocytach czlowieka do indukcji syntezy czynnikéw toksycznych dla

komérek nowotworowych. Niniejsze obserwacje sugeruja selektywnos$c¢ interakcji
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monocytow/makrofagbw z komoérkami nowotworowymi oraz udzial réznych struktur

powierzchniowych reagujacych komoérek we wzbudzaniu odmiennych czasteczek

efektorowych.
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Tabela 1. Zahamowanie produkciji tlenku azotu przez L-NMMA w hodowli
monocytéw z komdérkami nowotworowymi DeTa.
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Rys.l Produkcja TNFa przez niestymulowane komérki jednojadrzaste krwi obwodowej
(PBMC), limfocyty T i monocyty lub hodowane z komérkami nowotworowymi DeTa
(stymulowane DeTa). Przedstawiono wyniki jednego reprezentatywnego eksperymentu dla

trzech przeprowadzonych.
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Rys.3 Dynamika wydzielania TNFa przez niestymulowane monocyty (monocyty+podioze)
oraz w hodowli monocytéw z komérkami nowotworowymi DeTa lub CAV1. Przedstawiono

wyniki jednego reprezentatywnego eksperymentu dla trzech przeprowadzonych.



1000
' - 8000
S 23 ELISA
. 900 | -
D C—J Test Biologiczny [ 7000 —E-
800 |
L o0 L 6000 E
> .
600 |- XX - 5000 “—-
Poded
) R
c 0 R 1 1% - 4000 &
ode, 0o, =
O rosot I -
0 v |1
o) 0%, 35 - 3000
o Pode! RS |
o ) S|
0 | 8R 2000 <
o X | 1R n
@ s I =
100 | 5] 0e®d - 1000
o e pod Ll
0 R 1R
o ol X4 K& ] T o
— . .
podfoze  PMA DeTa HPC fibroblasty uroepitelium

Rys4 Wydzielanie TNFa przez ludzkie monocyty stymulowane PMA, komoérkami
nowotworowymi (DeTa i HPC), normalnymi fibroblastami oraz komorkami nabtonka
pecherza moczowego (uroepitelium). Wyniki przedstawione jako wartos¢ $rednia z picciu
niezaleznych eksperymentéw (=SE) wyrazono w U/ml (pochodzace z testu biologicznego)

lub w pg/ml (mierzone testem ELISA).
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Rys.S Produkcja tlenku azotu przez ludzkie monocyty lub mysie makrofagi hodowane z
réznymi stymulatorami. Wyniki przedstawione jako warto$¢ $rednia z pigciu niezaleznych

eksperymentéw (*SE).
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Rys.6 Wplyw preaktywacji monocytéw za pomocg INFy na produkcjg tlenku azotu.
Monocyty byly preaktywowane przez 4 godziny za pomocg IFNY, a nast¢pnie stymulowane
przy uzyciu IL-2, LPS, komérek nowotworowych DeTa lub ich kombinacji. Monocyty nie

traktowane IFNy (podfoze) shuzyly jako kontrola. Wyniki przedstawione jako $rednia wartos¢

(=SE) z eksperymentu przeprowadzonego w tryplikatach. Analogiczne dane otrzymano w

dwdch innych eksperymentach.



o — o DeTa+M@ 1x10°/ml
o — o M@+DeTa 5x10° /mi
—, 20}
s
3
— 15t
>
C
2
o
N 10+
<
5._
0 T T i

0,1 0,5 1 2 10

, 6
liczba komorek ( x10° /ml )

Rys.7 Produkcja tlenku azotu w hodowli monocytéw (Me) z komérkami nowotworowymi
DeTa przy ustalonej liczbie monocytéw (1x10° /ml) lub ustalonej liczbie komérek DeTa
(1x10° /ml). Wyniki przedstawione jako wartos¢ Srednia z czterech niezaleznych

eksperymentéw (+=SD).
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Rys.8 Dynamika wydzielania tlenku azotu przez monocyty hodowane samodzielnie lub w
kohodowli z komorkami nowotworowymi DeTa. Przedstawiono wyniki jednego

reprezentatywnego eksperymentu dla trzech przeprowadzonych.
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Rys9 Produkcja tlenku azotu przez niestymulowane koméiki jednojadizaste Kkrwi
obwodowej (PBMC), limfocyty T i monocyty lub hodowane z komorkami nowotworowymi
DeTa (stymulowane DeTa). Przedstawiono wyniki jednego reprezentatywnego eksperymentu

dla trzech przeprowadzonych.
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Rys.10 Produkcja tlenku azotu przez ludzkie monocyty hodowane z réznymi liniami ludzkich
komérek nowotworowych (stymulator): DeTa, CAV1, HPC, HU1703, CAOVI1, T112

(komérki HCV29 transfekowane onkogenem v-raf) oraz nietransformowanymi nowotworowo

komérkami linii FMZ i HCV29. Wyniki przedstawione jako wartos¢ §rednia z czterech

niezaleznych eksperymentéw (=SE).
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Rys.11 Produkcja tlenku azotu przez monocyty (Me) hodowane z komoérkami
nowotworowymi DeTa lub z komorkami DeTa traktowanymi uprzednio mitomycyna C

(DeTa-MMC). Wyniki przedstawione jako wartoé¢ $érednia z czterech niezaleznych

eksperymentéw (=SE).
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Rys.12 Wplyw czynnika lizosomotropowego LeuOMe na produkeje tlenku azotu przez.
monocyty stymulowane komoérkami nowotworowymi DeTa. W niektorych eksperymentach
monocyty byly preinkubowane z Leu-OMe przed dodaniem komorek DeTa do hodowli.

Wyniki przedstawiono jako $rednia warto$¢ z pigciu niezaleznych eksperymentéw (*=SE).
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Rys. 13 Wplyw emetyny (nieodwracalnego inhibitora syntezy bialck) na produkcje tlenku
azotu przez monocyty stymulowane komoérkami nowotworowymi DeTa. W niektorych
eksperymentach monocyty byly preinkubowane z emetyng przed dodaniem komorek DeTa
do hodowli. Wyniki przedstawiono jako wartoSc érednia z pigciu niezaleznych

eksperymentéw (=SE).
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Rys.14 Produkcja tlenku azotu przez monocyty hodowane z komérkami nowotworowymi
DeTa w obecnoéci aktinomycyny D (ActD). W niektorych eksperymentach monocyty byly
preinkubowane z ActD. Przedstawiono wyniki jednego reprezentatywnego eksperymentu dla

trzech przeprowadzonych.
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Rys.15 Wplyw przeciwcial monoklonalnych (mAb) dla réznych czasteczek adhezyjnych na

wydzielanie TNFa przez monocyty hodowane z komérkami nowotworowymi HPC. Mysia

immunoglobulina o izotypie IgG, zostata uzyta jako kontrola dla przeciwcial monoklonalnych
anty-CD44. Ostatnie trzy stupki przedstawiaja kontrolg: monocyty stymulowanc PMA.

Wyniki przedstawione jako wartos¢ Srednia z czterech niezaleznych eksperymentéw (=SE).
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Rys.16 Wplyw preinkubacji (przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych anty-CD44 oraz mysiej
immunoglobuliny o izotypie IgG, jako kontroli) monocytéw (A) lub komoérek
nowotworowych HPC (B) na produkcje TNFa podczas kohodowli. Wyniki przedstawione

jako wartos¢ $rednia z pigciu niezaleznych eksperymentéw (=SE).
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Rys.17 Wplyw przeciwcial monoklonalnych dla réznych czasteczek adhezyjnych na produkejg

tlenku azotu przez monocyty (MO) stymulowane komérkami nowotworowymi DeTa.

Przeciwciato OKT3 (o izotypie 1gG,,) lub mysia immunoglobuling o izotypic I ¢G, (MOPCI)

uzyto jako kontrole. Wyniki przedstawione jako wartos¢ $rednia z pieciu niezaleznych

eksperymentéw (*SE).
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Rys.18 Wplyw monomorficznych przeciwciat monoklonalnych (mAb) anty-HLA klasa I (dla
laficucha ciezkiego) i anty-HLA-DR (1243) na produkcje TNFa przez monocyty
stymulowane komoérkami nowotworowymi HPC (A) lub PMA (B). Jako kontrole uzyto
przeciwcialo OKT3 (o izotypie 1gG,,) i mysia immunoglobuling o izotypie 1gG,,. Wyniki

przedstawione jako warto$¢ Srednia z czterech niezaleznych eksperymentéw (+SE).
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Rys.19 Wplyw preinkubacji monocytéw z monomorficznymi przeciwciatami monoklonalnymi
(mAb) anty-HLA-DR (1.243) na produkcje TNFa po stymulacji komérkami nowotworowymi
HPC. Jako kontrole do preinkubacji uzyto przeciwciato OKT3 (o izotypie IgG,,) i mysia
immunoglobuling o izotypie IgG,,. Wyniki przedstawione jako wartos¢ Srednia z czterech
niezaleznych eksperymentéw (=SE). Preinkubacja komorek nowotworowych HPC z
przeciwciatami anty-HLA-DR nie wplywala hamujaco na produkcjec TNFa w kohodowli

(dane nie przedstawiane).
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Rys.20 Wplyw monomorficznych przeciwciat monoklonalnych anty-HLA klasa I (HLA I dla
laficucha ciezkiego) i anty-HLA-DR (L243) na produkcje tlenku azotu przez monocyty (MO)
po stymulacji komérkami nowotworowymi DeTa. Jako kontrolg uzyto przeciwcialo OKT3

o izotypie IgG,,. Wyniki przedstawione jako warto§¢ $rednia z szeSciu niezaleznych

eksperymentéw (=SE).
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Fot.2 Ekspresja TNFa mRNA w monocytach hodowanych z komérkami nowotworowymi
DeTa przez 4 godziny.



Fot.3 Ekspresja TNFa mRNA w monocytach hodowanych z komérkami nowotworowymi
DeTa przez 18 godzin.



Fot.4 Ekspresja TNFa mRNA w monocytach hodowanych z komérkami nowotworowymi
CAV1 przez 18 godzin.
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