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Immunomodulatory effects of selected chemotherapeutics

S Li m m a r y
Chemotherapeutics are still regarded as a mainstay of antitumor strategies. 

A number of observations indicate that these agents might be used at low doses 
with the same or even better efficacy than the high-dose chemotherapy. The ef­
ficacy of the low-dose chemotherapy might be at least partly explained by the 
regulation of the antitumor immune response. These immunomodulatory ef­
fects might be further potentiated by combinations with selected biological re­
sponse modifiers, such as recombinant cytokines (lL-2, TNF, IL-12). The effec­
tiveness of such combinations has already proved encouraging in pre-clinical 
models.
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1. Wprowadzenie

Od pierwszego zastosowania aminopteryny w łeczeniii dzie­
cięcej białaczki w 1948 r. (1), wiele nowych rodzajów chemiote­
rapeutyków zostało z różnym skutkiem wprowadzone do łecze- 
nia chorób nowotworowych, a wiedza na temat działania tego 
rodzaju leków uległa bardzo znacznemu poszerzeniu. Znaczący 
postęp dokonał się zwłaszcza w rozumieniu działania poszcze- 
gółnych związków zarówno na same komórki nowotworowe, jak 
również na cały poddawany leczeniu organizm. Początkowo sądzo-
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no, że działanie chemioterapioterapeutyków przeciwnowotworowych polega na 
wpływie antyproliferacyjnym i cytotoksycznym na namnażające się komórki, czyli na 
komórki nowotworowe, ale również na wiele rodzajów komórek prawidłowych. 
Sądzono też, że mechanizm ten powoduje, że wszystkie cytostatyki przeciwnowo- 
tworowe wywierają działanie immunosupresyjne, gdyż hamują nieswoiście procesy 
proliferacji niezbędne do wywoływania prawidłowej odpowiedzi immunologicznej. 
Jednakże na podstawie uzyskanych wyników badań zmieniono poglądy w tej kwe­
stii. Pierwsze doniesienia dotyczące potęgowania przez chemioterapeutyki prze- 
ciwnowotworowe niektórych procesów zależnych od układu odpornościowego do­
tyczą między innymi działania cyklofosfamidu (2) oraz adriamycyny (doksorubicyny) 
(3). Obecnie kwestia immunomodulującego działania leków przeciwnowotworowych 
jest coraz częściej rozważana w trakcie poszukiwań nowych substancji tego typu 
lub też przy próbach modyfikacji struktury związków już znanych. Należy jednak za­
znaczyć, że działanie na układ odpornościowy jest w przypadku cytostatyków zależ­
ne nie tylko od rodzaju samego preparatu, lecz również od użytej dawki, a przy pró­
bach łączenia ich z immunoterapią często zależy od zastosowanego schematu le­
czenia i sekwencji czasowych podania obu rodzajów preparatów (4). W artykule tym 
opisano te spośród chemioterapeutyków przeciwnowotworowych, których modu­
lujące działanie na niektóre procesy związane z układem odpornościowym zostało 
dobrze udokumentowane.

Większość obserwacji dotyczących immunomodulującego działania chemiotera­
peutyków przeprowadzono na zwierzętach doświadczalnych. Należy jednak pamię­
tać o dużych rozbieżnościach jakie mogą występować w badaniach na modelach 
zwierzęcych, a obserwacjami prowadzonymi w czasie leczenia ludzi. Decydują o tym 
co najmniej dwa czynniki. Pierwszy, to rozbieżności międzygatunkowe. Drugi, to 
sposób podawania chemioterapeutyków przeciwnowotworowych. W czasie badań 
laboratoryjnych możemy sobie pozwolić na zastosowanie chemioterapii w dawkach 
SLiboptymalnych. Natomiast we współczesnej onkologii klinicznej wciąż aktualny 
jest schemat podawania tych leków w maksymalnych, tolerowanych przez pacjenta 
dawkach. Stąd też prawie nieodłączną konsekwencją takiej chemioterapii jest kró­
cej lub dłużej trwający stan immunosupresji. Zjawisko to leży u podłoża rozwoju 
chemioimmunoterapii, w której klasyczne chemioterapeutyki łączy się z czynnikami 
immunomodulującymi. Podejściu takiemu przyświecają co najmniej dwa cele. Pierw­
szym z nich jest przyspieszenie odnowy szpiku (a w konsekwencji również wielu 
elementów układu odpornościowego) po chemioterapii. Metoda ta jest obecnie po­
wszechnie stosowana w wielu ośrodkach onkologicznych przez podawanie czynni­
ków wzmagających krwiotworzenie (G-CSF, GM-CSF, erytropoetyna). Drugim celem 
chemioimmunoterapii jest wzbudzenie lub wzmożenie już istniejącej odpowiedzi 
immunologicznej przeciwko nowotworowi. Istotne są, jak się wydaje, chemiotera- 
peuktyki o przypuszczalnym działaniu immunomudulującym. Twórcy tego rodzaju 
modeli chemioimmunoterapeutycznych liczą na wzmożenie korzystnych działań 
chemioterapeutyków poprzez dodanie, np. cytokin przeciwnowotworowych. Poda­
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jemy również przykłady doświadczalnej chemioimmunoterapii z użyciem opisywa­
nych leków.

2. Cyklofosfamid

Duże dawki cyklofosfamidu, leku używanego w leczeniu nowotworów u ludzi od 
lat sześćdziesiątych, wywołują stan znacznej immunosupresji. Z tego powodu lek 
ten klasycznie stosowany jest w niektórych chorobach autoimmunizacyjnych (np. 
pewnych postaciach kłębuszkowych zapaleń nerek), jednakże użycie małych dawek 
cyklofosfamidu powoduje wzmożenie niektórych procesów immunologicznych. Po 
raz pierwszy zostało to dostrzeżone w roku 1967, kiedy to wykazano, że zastoso­
wanie cyklofosfamidu może wzmagać uczulenie kontaktowe po podaniu dinitro- 
chlorobenzenu u świnki morskiej (2). W późniejszych badaniach zaobserwowano, 
że cyklofosfamid może wzmagać procesy immunologiczne związane z funkcją limfo­
cytów T. Efekt ten początkowo wiązano z hamowaniem przez cyklofosfamid odpo­
wiedzi immunologicznej z udziałem przeciwciał, jednak w kolejnych doniesieniach 
opisywano wzmaganie odpowiedzi immunologicznej typu komórkowego również 
przez dawki cyklofosfamidu, które nie wpływały hamująco na wytwarzanie przeciw­
ciał. Na podstawie uzyskanych wyników przypuszcza się, że cyklofosfamid hamuje 
in vivo nieokreśloną precyzyjnie populację komórek regulujących funkcję układu od­
pornościowego. Istotnie, w badaniach in vitro opisano znacznie większą podatność 
na działanie cyklofosfamidu dosyć jednolitej populacji komórek o działaniu immu- 
nosLipresyjnym niż pozostałych populacji komórek układu odpornościowego (5). 
Wyniki tych badań zostały potwierdzone w trakcie oceny komórek krwi obwodowej 
u pacjentów z zaawansowanymi nowotworami poddawanych terapii cyklofosfami- 
dem (6). Cyklofosfamid jest z tego powodu dość często używany w doświadczalnych 
schematach chemioimmunoterapii. Między innymi, posługując się jednym z najbar­
dziej interesujących immunoterapeutyków przeciwnowotworowych - interleuki- 
ną-12, wykazano niedawno synergizm tej cytokiny z cyklofosfamidem we wzmaga­
niu alergicznego kontaktowego zapalenia skóry u myszy (7). Opisano również ko­
rzystne wyniki zastosowania łączonej terapii lL-12 i cyklofosfamidem w modelu my­
siego czerniaka BI6 (8).

3. Doksorubicyna

Doksorubicyna jest lekiem wywierającym złożony wpływ na komórki docelowe. 
Do jej działania zalicza się m.in. tworzenie wiązań krzyżowych w DNA, hamowanie 
topoizomerazy 11, fragmentowanie przerwań w nici DNA, a także tworzenie wolnych 
rodników (9). Jednakże w badaniach porównawczych wykazano, że efekt przeciwno- 
wotworowy doksorubicyny (w przeciwieństwie do podobnej strukturalnie daunoru-
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bicyny) zależny jest również od układu odpornościowego (3). Badania te zostały po­
twierdzone w pracach przeprowadzonych na komórkach opornych na bezpośrednie 
działanie doksorubicyny (10). Wyniki tych badań były zachętą do dokładniejszej ana­
lizy wpływu doksorubicyny na układ odpornościowy. Dotychczas wykazano, że dok- 
sorubicyna może wywierać stymulujący wpływ ne wiele procesów związanych z układem 
odpornościowym, takich jak: wzmaganie różnicowania i aktywacji makrofagów, wzma­
ganie aktywności otrzewnowych komórek NK, stymulowanie funkcji limfocytów Tc 
w układzie allogenicznym, zwiększenie wytwarzania lL-1, zwiększenie wytwarzania 
lL-2. Dowiedziono także, że doksorubicyna synergizuje w aktywacji procesów im­
munologicznych, jak również w działaniu przeciwnowotworowym z takimi cytoki- 
nami, jak TNF (11), lL-2 (12) i M-CSF (13). Opisywano też korzystne wyniki zastoso­
wania łączonej terapii lL-12 i doksorubicyną na modelu mysiego raka pęcherza mo­
czowego MB-49 (12). Wykazano również, że mechanizmem współdziałania doksoru­
bicyny z przeciwnowotworową odpowiedzią immunologiczną może być uwrażliwia­
nie przez doksorubicynę komórek nowotworowych na zjawisko cytoksyczności ko­
mórkowej zależnej od sygnału do apoptozy przekazywanego za pośrednictwem 
pary cząsteczek powierzchniowych Fas (CD95) - FasL (14).

Pojawiło się również doniesienie o wzmaganiu działania przeciwnowotworowe- 
go doksorubicyny przez połączenie jej z lL-12 na modelu mysiego czerniaka B16F10 
(15). Doniesienie to miało jednak formę nie pozwalającą na określenie czy był to wy­
nik istotny statystycznie. Komentując je musimy stwierdzić, że w trakcie własnych 
badań nie udało nam się zaobserwować korzyści w działaniu przeciwnowotworo­
wym po połączeniu doksorubicyny z lL-12 na modelu tego czerniaka (dane nie publi­
kowane). Udało się jednak opisać wybitny synergizm w działaniu przeciwbiałaczko- 
wym tych dwóch leków (16). Efekt ten wyraźnie zależny był od zachowanej pra­
widłowej czynności układu odpornościowego badanych zwierząt, gdyż znosiło go 
zarówno uprzednie, subletalne napromieniowanie myszy promieniami X, jak też eli­
minacja makrofagów. Nieoczekiwanie, choć oba czynniki pobudzają wytwarzanie 
tlenku azotu (NO) przez makrofagi, okazało się, że efekt przeciwnowotworowy jest 
niezależny od wydzielania tego mediatora cytotoksyczności (17).

4. Cisplatyna

w przypadku cisplatyny, najlepiej dowiedziony jest aktywujący wpływ tego leku 
na przeciwnowotworowe właściwości makrofagów. Wykazano, że działanie cispla­
tyny na makrofagi powoduje zwiększenie wydzielania przez nie takich mediatorów 
odpowiedzi immunologicznej, jak lL-1 i TNF (18), tlenek azotu (NO) 19) czy też on- 
kostatyna M (20). Znany jest również aktywujący wpływ cisplatyny na komórki NK 
(21). Podobnie jak to ma miejsce w przypadku doksorubicyny, cisplatyna również 
może uwrażliwiać komórki nowotworowe na działanie mechanizmów efektorowych 
układu odpornościowego (22). Efekt ten może być z jednej strony zależny od zwięk­
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szania przez cisplatynę ekspresji antygenów związanych z nowotworem na po­
wierzchni komórek nowotowrowych, z drugiej od zwiększenia podatności tych ko­
mórek na cytotoksyczność związaną ze szlakiem Fas-FasL (14). Stosunkowo nie­
dawną obserwacją jest synergizm cisplatyny w działaniu przeciwnowotworowym 
z IFN-y (23) i TNF (23,24). Prace prowadzone w naszym ośrodku pozwoliły na opisa­
nie potęgowania działania cisplatyny po połączeniu z lL-12 na modelu mysiego czer­
niaka (24) i białaczki (16).

5. Taxol

Taxol (nazwa substancji czynnej zalecana przez WHO - paclitaxel) jest najpóź­
niej odkrytym z opisywanych tu cytostatyków przeciwnowotworowych. Wyizolowa­
ny został z pnia i łiści cisu Taxus brevifolia. ]ednym z pierwszych odkrytych mechani­
zmów działania przeciwnowotworowego taxolu jest stabilizacja mikrotubul w ko­
mórkach docelowych (25), co czyniło z niego wyjątek wśród innych chemioterapeu- 
tyków przeciwnowotworowych. Wykazano, że działanie taxolu na komórki nowo­
tworowe związane jest z zahamowaniem syntezy białek (26), indukowaniem apop- 
tozy (27) oraz zwiększaniem podatności komórek na działanie radioterapii (28) i cy­
totoksyczność TNF (29). jednakże oprócz działania bezpośredniego na komórki no­
wotworowe, wykazano swoisty, przypominający działanie LPS, wpływ taxolu na ma- 
krofagi (30). Wpływ ten, jak się wydaje, jest niezależny od stabilizacji mikrotubul 
przez taxol, gdyż inne znane obecnie związki hamujące tworzenie mikrotubul, nie 
mają aktywującego wpływu na makrofagi (31). Wykazano, że inkubacja makrofagów 
z taxolem powoduje zwiększenie w nich wydzielania m.in. lL-1 i TNF (30,32), a także 
wpływa modulująco na wydzielanie NO (33), jak również zwiększa właściwości prze- 
ciwnowotworowe makrofagów (33). Wykazano także, że w swoim wpływie na ma­
krofagi taxol synergizLije z IFN-y (33). W trakcie naszych badań wykazaliśmy co 
prawda brak potęgowania działania przeciwbiałaczkowego taxołu w połączeniu z IL-12 
(16), ale za to na modelu mysiego czerniaka MmB16 efekt wzajemnego wzmagania 
skuteczności tych dwóch czynników był bardzo wyraźny (34).

6. 5-Fluorouracyl

5-FU ma właściwości immunomodulacyjne nieco podobne do cisplatyny, choć 
istnieją pewne różnice w działaniu tych chemioterapeutyków. Inkubacja tych leków 
z komórkami jednojądrzastymi krwi obwodowej in vitro prowadzi do wydzielania 
szeregu cytokin, takich jak IFN-y, TNF, IL-ip, lL-6 oraz IL-12 (35). Eliminacja komó­
rek NK z populacji leukocytów poddawanych działaniu chemioterapeutyków niemal 
całkowicie znosi wzrost wydziełania cytokin. Sugerowałoby to, że komórki NK są 
głównym źródłem produkowanych cytokin. Biorąc jednak pod uwagę fakt, że ko-

82 PRACE PRZEGLĄDOWE



Immiinomodulujące działanie wybranych chemioterapeutyków przeciwnowotworowych

morki te nie są zdolne do produkcji IL-12, wskazywałoby to na bardziej złożony me­
chanizm działania chemioterapeutyków, które uruchamiają szereg interakcji między 
poszczególnymi populacjami leukocytów. Obok wpływu na wydzielanie cytokin 5-FU 
w nieznacznym stopniu wzmaga również cytotoksyczność komórek NK (4). Podobne 
efekty odnotowano badając wpływ cisplatyny i 5-FU na leukocyty wyizolowane od 
pacjentów z rakami głowy i szyi (36). Immunomodulacyjne działanie tych chemiote­
rapeutyków potwierdzają wyniki badań klinicznych, w których zaobserwowano, że 
5-FU zwiększa aktywność komórek NK u tych chorych, którzy znacznie lepiej „odpo­
wiedzieli” na terapię (37). Ponadto terapia niewielkimi dawkami 5-FU i cisplatyny, 
jak się wydaje, zmniejsza pooperacyjną supresję aktywności komórek NK u pacjen­
tów z nowotworami przewodu pokarmowego (38).

Okazuje się, że usunięcie komórek NK z organizmu zwierząt doświadczalnych 
w znacznym stopniu zmniejsza efekt przeciwnowotworowy 5-FU i cisplatyny (36). 
Nieoczekiwanie jednak, efektywność terapii łączonej 5-FU z IL-12, prowadzącej do 
wyleczenia znacznego odsetka myszy mających przeszczepioną białaczkę LI 210, 
jest niezależna od obecności komórek NK. Efekt terapii jest równie korzystny u my­
szy kontrolnych jak i u myszy, którym usunięto komórki NK. Z kolei u myszy Scid/Scid, 
pozbawionych limfocytów T i B, ale mających komórki NK kombinacja 5-FU z IL-12 
jest nieefektywna (39).

jeszcze bardziej przekonujących danych dokumentujących immunomodulujące 
właściwości 5-FU dostarczyły badania terapii genowej nowotworów, w których wy­
korzystywano strategię enzym/prolek. W tym podejściu terapeutycznym transfekuje 
się komórki nowotworowe genem kodującym enzym pochodzący z bakterii E. coli, 
określany jako deaminaza cytozyny. Enzym ten przekształca nieaktywny prolek - 
5-fluorocytozynę w 5-FU. Nieoczekiwanie, całkowitym wyleczeniom towarzyszy trwała 
pamięć immunologiczna, charakteryzująca się tym, że wyleczone zwierzęta odrzu­
cają ponownie podane, niezmodyfikowane genetycznie komórki nowotworowe (40). 
Wydawałoby się również, że tylko komórki transfekowane, w których znajduje się 
„samobójczy” gen powinny przekształcić nieaktywną substancję prekursorową 
w klasyczny chemioterapeutyk i zostać selektywnie zniszczone w przebiegu terapii. 
Okazuje się jednak, że w wyniku terapii giną nie tylko komórki zmodyfikowane ge­
netycznie i sąsiadujące komórki nowotworowe, ale regresji ulegać mogą również 
odległe ogniska przerzutowe (41). Ten efekt określany jako „efekt odległego przy­
padkowego przechodnia” (bystander effect at a distance) można zaobserwować tylko 
u myszy ze sprawnym układem odpornościowym. Usunięcie komórek NK z organi­
zmu zwierząt doświadczałnych niemal całkowicie znosi efekt przeciwnowotworowy 
(41).

Większości efektów immunomodulujących chemioterapeutyków nie udaje się 
przewidzieć na podstawie wyników doświadczeń in vitro. Dowodów na to dostar­
czają choćby eksperymenty, w których porównywano efekt przeciwbiałaczkowy kom­
binacji IL-12 z klasycznymi chemioterapeutykami. Choć niektóre chemioterapeutyki 
wywierają podobne efekty na te same populacje leukocytów to ich skuteczność
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przeciwnowotworowa w kombinacji z IL-12 może być diametralnie odmienna. Do­
brym przykładem jest porównanie cisplatyny i 5-FU. Choć, jak wspomniano, obie 
substancje wywierają bardzo podobne efekty immunomodulujące ii vitro to jednak 
efekt in v/Vo jest zupełnie inny. Tylko terapia 5-FU w połączeniu z IL12 prowadzi do 
całkowitego wyleczenia myszy. Cisplatyna jedynie nieznacznie zwiększa przeciw- 
białaczkowy efekt lL-12.

7. Podsumowanie

Chemioimmunoterapia nowotworów jest nadal rzadko wykorzystywana w lecze­
niu nowotworów u ludzi. Dokładniejsze zrozumienie mechanizmóvk leżących u pod­
łoża obserwowanych efektów w badaniach przedklinicznych coraz Dardziej zbliżają 
jednak do podjęcia kolejnych prób zastosowania tego rodzaju terapii w klinice. 
Sprzyja temu również pojawienie się nowych cytokin o działaniu p'zeciwnowotwo- 
rowym, spośród których niewątpliwie na pierwszym planie znajduje się nadal, pomi­
mo wstępnych rozczarowań, interleukina 12.
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