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Immunomodulatory effects of selected chemotherapeutics

Slimmary

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 (IL-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 teczeniii dzie-
ciecej biataczki w 1948 r. (1), wiele nowych rodzajoéw chemiote-
rapeutykéw zostato z r6znym skutkiem wprowadzone do tecze-
nia choréb nowotworowych, a wiedza na temat dzialania tego
rodzaju lekdw ulegta bardzo znacznemu poszerzeniu. Znaczacy
postep dokonat sie zwhaszcza w rozumieniu dziatania poszcze-
gotnych zwiazkéw zaréwno na same komorki nowotworowe, jak
rowniez na caty poddawany leczeniu organizm. Poczatkowo sadzo-
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no, ze dziatanie chemioterapioterapeutykOw przeciwnowotworowych polega na
wptywie antyproliferacyjnym i cytotoksycznym na namnazajace sie komorki, czyli na
komorki nowotworowe, ale réwniez na wiele rodzajow komorek prawidtowych.
Sadzono tez, ze mechanizm ten powoduje, ze wszystkie cytostatyki przeciwnowo-
tworowe wywierajg dziatanie immunosupresyjne, gdyz hamujg nieswoiscie procesy
proliferacji niezbedne do wywotywania prawidtowej odpowiedzi immunologicznej.
Jednakze na podstawie uzyskanych wynikéw badah zmieniono poglady w tej kwe-
stii. Pierwsze doniesienia dotyczgce potegowania przez chemioterapeutyki prze-
ciwnowotworowe niektérych proceséw zaleznych od uktadu odpornosciowego do-
tycza miedzy innymi dziatania cyklofosfamidu (2) oraz adriamycyny (doksorubicyny)
(3). Obecnie kwestia immunomodulujgcego dziatania lekw przeciwnowotworowych
jest coraz czesciej rozwazana w trakcie poszukiwan nowych substancji tego typu
lub tez przy prébach modyfikacji struktury zwiazkéw juz znanych. Nalezy jednak za-
znaczy¢, ze dziatanie na uktad odpornosciowy jest w przypadku cytostatykow zalez-
ne nie tylko od rodzaju samego preparatu, lecz réwniez od uzytej dawki, a przy proé-
bach tgczenia ich z immunoterapig czesto zalezy od zastosowanego schematu le-
czenia i sekwencji czasowych podania obu rodzajow preparatow (4). W artykule tym
opisano te sposréd chemioterapeutykéw przeciwnowotworowych, ktérych modu-
lujace dziatanie na niektdre procesy zwigzane z uktadem odpornosciowym zostato
dobrze udokumentowane.

Wiekszos$¢ obserwacji dotyczacych immunomodulujacego dziatania chemiotera-
peutykdw przeprowadzono na zwierzetach doswiadczalnych. Nalezy jednak pamie-
ta¢ o duzych rozbieznosciach jakie moga wystepowa¢ w badaniach na modelach
zwierzecych, a obserwacjami prowadzonymi w czasie leczenia ludzi. Decydujg o tym
co najmniej dwa czynniki. Pierwszy, to rozbieznosci miedzygatunkowe. Drugi, to
sposob podawania chemioterapeutykéw przeciwnowotworowych. W czasie badan
laboratoryjnych mozemy sobie pozwoli¢ na zastosowanie chemioterapii w dawkach
SLiboptymalnych. Natomiast we wspotczesnej onkologii klinicznej wcigz aktualny
jest schemat podawania tych lekéw w maksymalnych, tolerowanych przez pacjenta
dawkach. Stad tez prawie nieodtaczng konsekwencjg takiej chemioterapii jest kro-
cej lub dluzej trwajacy stan immunosupresji. Zjawisko to lezy u podtoza rozwoju
chemioimmunoterapii, w ktorej klasyczne chemioterapeutyki taczy sie z czynnikami
immunomodulujacymi. Podejsciu takiemu przyswiecajg co najmniej dwa cele. Pierw-
szym z nich jest przyspieszenie odnowy szpiku (a w konsekwencji réwniez wielu
elementéw uktadu odpornosciowego) po chemioterapii. Metoda ta jest obecnie po-
wszechnie stosowana w wielu o$rodkach onkologicznych przez podawanie czynni-
kéw wzmagajacych krwiotworzenie (G-CSF, GM-CSF, erytropoetyna). Drugim celem
chemioimmunoterapii jest wzbudzenie lub wzmozenie juz istniejacej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko nowotworowi. Istotne sg, jak sie wydaje, chemiotera-
peuktyki o przypuszczalnym dziataniu immunomudulujacym. Tworcy tego rodzaju
modeli chemioimmunoterapeutycznych liczg na wzmozenie korzystnych dziatan
chemioterapeutykdéw poprzez dodanie, np. cytokin przeciwnowotworowych. Poda-
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jemy réwniez przyktady doswiadczalnej chemioimmunoterapii z uzyciem opisywa-
nych lekdw.

2. Cyklofosfamid

Duze dawki cyklofosfamidu, leku uzywanego w leczeniu nowotworéw u ludzi od
lat szes¢dziesiatych, wywotujg stan znacznej immunosupresji. Z tego powodu lek
ten klasycznie stosowany jest w niektérych chorobach autoimmunizacyjnych (np.
pewnych postaciach kiebuszkowych zapalen nerek), jednakze uzycie matych dawek
cyklofosfamidu powoduje wzmozenie niektdrych proceséw immunologicznych. Po
raz pierwszy zostato to dostrzezone w roku 1967, kiedy to wykazano, ze zastoso-
wanie cyklofosfamidu moze wzmagac¢ uczulenie kontaktowe po podaniu dinitro-
chlorobenzenu u $winki morskiej (2). W pdzniejszych badaniach zaobserwowano,
ze cyklofosfamid moze wzmagaé procesy immunologiczne zwigzane z funkcjg limfo-
cytéw T. Efekt ten poczatkowo wigzano z hamowaniem przez cyklofosfamid odpo-
wiedzi immunologicznej z udziatem przeciwcial, jednak w kolejnych doniesieniach
opisywano wzmaganie odpowiedzi immunologicznej typu komoérkowego réwniez
przez dawki cyklofosfamidu, ktore nie wptywaty hamujgco na wytwarzanie przeciw-
cial. Na podstawie uzyskanych wynikéw przypuszcza sie, ze cyklofosfamid hamuje
in vivo nieokreslong precyzyjnie populacje komoérek regulujacych funkcje uktadu od-
pornosciowego. Istotnie, w badaniach in vitro opisano znacznie wieksza podatno$é
na dziatanie cyklofosfamidu dosy¢ jednolitej populacji komoérek o dziataniu immu-
nosLipresyjnym niz pozostatych populacji komdrek ukfadu odpornosciowego (5).
Whyniki tych badan zostaty potwierdzone w trakcie oceny komorek krwi obwodowej
U pacjentéw z zaawansowanymi nowotworami poddawanych terapii cyklofosfami-
dem (6). Cyklofosfamid jest z tego powodu do$é czesto uzywany w doswiadczalnych
schematach chemioimmunoterapii. Miedzy innymi, postugujac sie jednym z najbar-
dziej interesujgcych immunoterapeutykéw przeciwnowotworowych - interleuki-
ng-12, wykazano niedawno synergizm tej cytokiny z cyklofosfamidem we wzmaga-
niu alergicznego kontaktowego zapalenia skory u myszy (7). Opisano réwniez ko-
rzystne wyniki zastosowania tgczonej terapii IL-12 i cyklofosfamidem w modelu my-
siego czerniaka BI6 (8).

3. Doksorubicyna

Doksorubicyna jest lekiem wywierajagcym ztozony wptyw na komorki docelowe.
Do jej dziatania zalicza sie m.in. tworzenie wigzan krzyzowych w DNA, hamowanie
topoizomerazy 11, fragmentowanie przerwan w nici DNA, a takze tworzenie wolnych
rodnikéw (9). Jednakze w badaniach poréwnawczych wykazano, ze efekt przeciwno-
wotworowy doksorubicyny (w przeciwienstwie do podobnej strukturalnie daunoru-

80 PRACE PRZEGLADOWE



Immimomodulujace dziatanie wybranych chemioterapeutykéw przeciwnowotworowych

bicyny) zalezny jest réwniez od uktadu odpornosciowego (3). Badania te zostaty po-
twierdzone w pracach przeprowadzonych na komérkach opornych na bezposrednie
dziatanie doksorubicyny (10). Wyniki tych badar byly zachetg do doktadniejszej ana-
lizy wptywu doksorubicyny na uktad odpornosciowy. Dotychczas wykazano, ze dok-
sorubicyna moze wywiera¢ stymulujacy wptyw ne wiele proceséw zwiazanych z uktadem
odpornosciowym, takich jak: wzmaganie réznicowania i aktywacji makrofagéw, wzma-
ganie aktywnosci otrzewnowych komorek NK, stymulowanie funkcji limfocytéw Tc
w uktadzie allogenicznym, zwiekszenie wytwarzania IL-1, zwigkszenie wytwarzania
IL-2. Dowiedziono takze, ze doksorubicyna synergizuje w aktywacji proceséw im-
munologicznych, jak réwniez w dziataniu przeciwnowotworowym z takimi cytoki-
nami, jak TNF (11), IL-2 (12) i M-CSF (13). Opisywano tez korzystne wyniki zastoso-
wania taczonej terapii IL-12 i doksorubicyng na modelu mysiego raka pecherza mo-
czowego MB-49 (12). Wykazano réwniez, ze mechanizmem wspotdziatania doksoru-
bicyny z przeciwnowotworowg odpowiedzig immunologiczng moze by¢ uwrazliwia-
nie przez doksorubicyne komorek nowotworowych na zjawisko cytoksycznosci ko-
morkowej zaleznej od sygnatu do apoptozy przekazywanego za posrednictwem
pary czasteczek powierzchniowych Fas (CD95) - FasL (14).

Pojawito sie rowniez doniesienie 0 wzmaganiu dziatania przeciwnowotworowe-
go doksorubicyny przez potaczenie jej z IL-12 na modelu mysiego czerniaka B16F10
(15). Doniesienie to miato jednak forme nie pozwalajacg na okreslenie czy byt to wy-
nik istotny statystycznie. Komentujac je musimy stwierdzi¢, ze w trakcie whasnych
badan nie udato nam sie zaobserwowac¢ korzysci w dziataniu przeciwnowotworo-
wym po potgczeniu doksorubicyny z IL-12 na modelu tego czerniaka (dane nie publi-
kowane). Udato sie jednak opisa¢ wybitny synergizm w dziataniu przeciwbiataczko-
wym tych dwoch lekéw (16). Efekt ten wyraznie zalezny byt od zachowanej pra-
widtowej czynnosci uktadu odpornosciowego badanych zwierzat, gdyz znosito go
zaréwno uprzednie, subletalne napromieniowanie myszy promieniami X, jak tez eli-
minacja makrofagéw. Nieoczekiwanie, cho¢ oba czynniki pobudzajg wytwarzanie
tlenku azotu (NO) przez makrofagi, okazato sig, ze efekt przeciwnowotworowy jest
niezalezny od wydzielania tego mediatora cytotoksycznosci (17).

4. Cisplatyna

w przypadku cisplatyny, najlepiej dowiedziony jest aktywujgcy wptyw tego leku
na przeciwnowotworowe wihasciwosci makrofagdw. Wykazano, ze dziatanie cispla-
tyny na makrofagi powoduje zwiekszenie wydzielania przez nie takich mediatorow
odpowiedzi immunologicznej, jak IL-1 i TNF (18), tlenek azotu (NO) 19) czy tez on-
kostatyna M (20). Znany jest réwniez aktywujacy wptyw cisplatyny na komorki NK
(21). Podobnie jak to ma miejsce w przypadku doksorubicyny, cisplatyna réwniez
moze uwrazliwiaé komorki nowotworowe na dziatanie mechanizmow efektorowych
uktadu odpornosciowego (22). Efekt ten moze by¢ z jednej strony zalezny od zwigk-
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szania przez cisplatyne ekspresji antygenow zwigzanych z nowotworem na po-
wierzchni komdrek nowotowrowych, z drugiej od zwiekszenia podatnosci tych ko-
morek na cytotoksyczno$¢ zwigzang ze szlakiem Fas-FasL (14). Stosunkowo nie-
dawng obserwacjg jest synergizm cisplatyny w dziataniu przeciwnowotworowym
z IFN-y (23) i TNF (23,24). Prace prowadzone w naszym osrodku pozwolity na opisa-
nie potegowania dziatania cisplatyny po potaczeniu z IL-12 na modelu mysiego czer-
niaka (24) i biataczki (16).

5. Taxol

Taxol (nazwa substancji czynnej zalecana przez WHO - paclitaxel) jest najp6z-
niej odkrytym z opisywanych tu cytostatykéw przeciwnowotworowych. Wyizolowa-
ny zostat z pnia i fisci cisu Taxus brevifolia. Jednym z pierwszych odkrytych mechani-
zméw dziatania przeciwnowotworowego taxolu jest stabilizacja mikrotubul w ko-
morkach docelowych (25), co czynito z niego wyjatek wsréd innych chemioterapeu-
tykéw przeciwnowotworowych. Wykazano, ze dziatanie taxolu na komorki nowo-
tworowe zwigzane jest z zahamowaniem syntezy biatek (26), indukowaniem apop-
tozy (27) oraz zwigkszaniem podatnosci komérek na dziatanie radioterapii (28) i cy-
totoksycznos¢ TNF (29). jednakze oprécz dziatania bezposredniego na komérki no-
wotworowe, wykazano swoisty, przypominajacy dziatanie LPS, wptyw taxolu na ma-
krofagi (30). Wplyw ten, jak sie wydaje, jest niezalezny od stabilizacji mikrotubul
przez taxol, gdyz inne znane obecnie zwigzki hamujgce tworzenie mikrotubul, nie
majg aktywujacego wptywu na makrofagi (31). Wykazano, ze inkubacja makrofagow
z taxolem powoduje zwiekszenie w nich wydzielania m.in. IL-1 i TNF (30,32), a takze
wptywa modulujaco na wydzielanie NO (33), jak réwniez zwieksza whasciwosci prze-
ciwnowotworowe makrofagéw (33). Wykazano takze, ze w swoim wplywie na ma-
krofagi taxol synergizLije z IFN-y (33). W trakcie naszych badan wykazalismy co
prawda brak potegowania dziatania przeciwbiataczkowego taxotu w potgczeniu z 1L-12
(16), ale za to na modelu mysiego czerniaka MmB16 efekt wzajemnego wzmagania
skutecznosci tych dwoch czynnikéw byt bardzo wyrazny (34).

6. 5-Fluorouracyl

5-FU ma wiasciwosci immunomodulacyjne nieco podobne do cisplatyny, choé
istniejg pewne réznice w dziataniu tych chemioterapeutykéw. Inkubacja tych lekéw
z komérkami jednojadrzastymi krwi obwodowej in vitro prowadzi do wydzielania
szeregu cytokin, takich jak IFN-y, TNF, IL-ip, IL-6 oraz IL-12 (35). Eliminacja komo-
rek NK z populacji leukocytéw poddawanych dziataniu chemioterapeutykéw niemal
catkowicie znosi wzrost wydzietania cytokin. Sugerowatoby to, ze komorki NK sg
gtownym zrodtem produkowanych cytokin. Bioragc jednak pod uwage fakt, ze ko-
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morki te nie sg zdolne do produkcji IL-12, wskazywatoby to na bardziej ztozony me-
chanizm dziatania chemioterapeutykdw, ktére uruchamiajg szereg interakcji miedzy
poszczegolnymi populacjami leukocytéw. Obok wptywu na wydzielanie cytokin 5-FU
W nieznacznym stopniu wzmaga réwniez cytotoksyczno$¢ komorek NK (4). Podobne
efekty odnotowano badajac wptyw cisplatyny i 5-FU na leukocyty wyizolowane od
pacjentdw z rakami glowy i szyi (36). Immunomodulacyjne dziatanie tych chemiote-
rapeutykéw potwierdzajg wyniki badan klinicznych, w ktérych zaobserwowano, ze
5-FU zwieksza aktywnos¢ komdrek NK u tych chorych, ktérzy znacznie lepiej ,,0dpo-
wiedzieli” na terapie (37). Ponadto terapia niewielkimi dawkami 5-FU i cisplatyny,
jak sie wydaje, zmniejsza pooperacyjng supresje aktywnosci komoérek NK u pacjen-
téw z nowotworami przewodu pokarmowego (38).

Okazuje sie, ze usuniecie komorek NK z organizmu zwierzat doswiadczalnych
w znacznym stopniu zmniejsza efekt przeciwnowotworowy 5-FU i cisplatyny (36).
Nieoczekiwanie jednak, efektywnos¢ terapii taczonej 5-FU z IL-12, prowadzacej do
wyleczenia znacznego odsetka myszy majacych przeszczepiong biataczke L1210,
jest niezalezna od obecnosci komdrek NK. Efekt terapii jest rownie korzystny u my-
szy kontrolnych jak i u myszy, ktdrym usunieto komorki NK. Z kolei u myszy Scid/Scid,
pozbawionych limfocytéw T i B, ale majacych komorki NK kombinacja 5-FU z IL-12
jest nieefektywna (39).

jeszcze bardziej przekonujacych danych dokumentujacych immunomodulujace
wiasciwosci 5-FU dostarczyly badania terapii genowej nowotworow, w ktérych wy-
korzystywano strategie enzym/prolek. W tym podejsciu terapeutycznym transfekuje
sie komdrki nowotworowe genem kodujacym enzym pochodzacy z bakterii E. coli,
okreslany jako deaminaza cytozyny. Enzym ten przeksztatca nieaktywny prolek -
5-fluorocytozyne w 5-FU. Nieoczekiwanie, catkowitym wyleczeniom towarzyszy trwata
pamie¢ immunologiczna, charakteryzujaca sie tym, ze wyleczone zwierzeta odrzu-
cajg ponownie podane, niezmodyfikowane genetycznie komorki nowotworowe (40).
Wydawatoby sie réwniez, ze tylko komorki transfekowane, w ktérych znajduje sie
»samobdjczy” gen powinny przeksztatci¢ nieaktywng substancje prekursorowg
w klasyczny chemioterapeutyk i zosta¢ selektywnie zniszczone w przebiegu terapii.
Okazuje sie jednak, ze w wyniku terapii ging nie tylko komérki zmodyfikowane ge-
netycznie i sagsiadujace komorki nowotworowe, ale regresji ulega¢ moga réwniez
odlegte ogniska przerzutowe (41). Ten efekt okreslany jako ,.efekt odlegtego przy-
padkowego przechodnia” (bystander effect at a distance) mozna zaobserwowac tylko
u myszy ze sprawnym uktadem odpornosciowym. Usuniecie komoérek NK z organi-
zmu zwierzat doswiadczatnych niemal catkowicie znosi efekt przeciwnowotworowy
(42).

Wiekszosci efektdw immunomodulujgcych chemioterapeutykéw nie udaje sie
przewidzie¢ na podstawie wynikéw doswiadczen in vitro. Dowoddw na to dostar-
czaja chochy eksperymenty, w ktérych poréwnywano efekt przeciwbiataczkowy kom-
binacji IL-12 z klasycznymi chemioterapeutykami. Cho¢ niektére chemioterapeutyki
wywieraja podobne efekty na te same populacje leukocytéw to ich skutecznosé
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przeciwnowotworowa w kombinacji z IL-12 moze by¢ diametralnie odmienna. Do-
brym przyktadem jest poréwnanie cisplatyny i 5-FU. Choé, jak wspomniano, obie
substancje wywierajg bardzo podobne efekty immunomodulujace ii vitro to jednak
efekt in viVo jest zupetnie inny. Tylko terapia 5-FU w potgczeniu z IL12 prowadzi do
catkowitego wyleczenia myszy. Cisplatyna jedynie nieznacznie zwieksza przeciw-
biataczkowy efekt IL-12.

7. Podsumowanie

Chemioimmunoterapia nowotworow jest nadal rzadko wykorzystywana w lecze-
niu nowotworow u ludzi. Doktadniejsze zrozumienie mechanizmovk lezacych u pod-
toza obserwowanych efektéw w badaniach przedklinicznych coraz Dardziej zblizajg
jednak do podjecia kolejnych prob zastosowania tego rodzaju terapii w klinice.
Sprzyja temu réwniez pojawienie sie nowych cytokin o dziataniu p'zeciwnowotwo-
rowym, sposérdd ktorych niewatpliwie na pierwszym planie znajduje sie nadal, pomi-
mo wstepnych rozczarowan, interleukina 12.
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