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CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW (TNF, TUMOR NECROSIS FACTOR)

WYKRYCIE | USTALENIE BUDOWY TNF-a | TNF-B

Na przetomie obecnego stulecia chirurg William Coley zaobserwowat, ze gdy
u chorych na raka rozwijajg sie bakteryjne zakazenia, moze dojs¢ do martwicy
nowotworu. W nadziei, ze moze to stanowi¢ droge leczenia, Coley zaczat wstrzy-
kiwa¢ chorym na raka nadsacz, uzyskiwany z hodowli bakteryjnych, zwany
»toksyng Coleya”. Powodowat w ten sposéb krwotoczng martwice nowotworéw,
ale réwnoczesnie wystepowato wiele niekorzystnych objawéw ubocznych, co
sprawito, ze koncepcja ta upadia.

Wiele lat pozniej zidentyfikowano aktywny skiadnik ,toksyny Coleya” jako
lipopolisacharyd (LPS) bedacy sktadnikiem scian bakterii. Sam LPS nie powo-
duje martwicy nowotworéw, ale indukuje produkcje przez makrofagi i inne
komérki substancji, nazwanej przez CARSWELLa terminem ,tumor necrosis
factor” (TNF, czynnik martwicy nowotworéw), ktora jest cytotoksyczna dla
pewnych komdrek nowotworowych (Carswell i wspotaut. 1975). Czynnik ten
zostal nastepnie oznaczony literg a, jako TNF-a. Réwniez w latach osiemdziesig-
tych inne zespotly badaczy niezaleznie wykryly, ze czynnik wytwarzany przez
zaktywowane makrofagi jest odpowiedzialny za wystepowanie stanu katabolicz-
nego prowadzacego do utraty wagi ciata, wyniszczenia i Smierci w wyniku raka
oraz pewnych zakazen bakteryjnych i pasozytniczych. Czynnik ten nazwano
kachektyng. Sklonowanie gendéw odpowiedzialnych za synteze TNF-a i kache-
ktyny pozwolito ustali¢, ze to jest to samo biatko (cyt. w Vilcek ilLee 1991).

Ludzki TNF-a zostat oczyszczony do homogennosci z nadsgczu hodowli linii
HL-60 komdrek biataczki promielocytarnej, stymulowanych estrem forbolowym
(PMA) przez Aggarwala i wspoétpracownikow (1985). Przeprowadzono réwniez
badania poréwnawcze z inna cytolityczna limfoking, wydzielang przez te komoér-
ki, a mianowicie limfotoksyna a, ktérg nazwano TNF-3. Po ustaleniu sekwencji
aminokwasow TNF-a, zbudowanego ze 157 aminokwaséw (17 kDa) i TNF-R3,
w ktorego sktad wchodzi 171 aminokwasoéw (25 kDa) stwierdzono, ze sekwencje
te sg w okoto 50% homologiczne. Ten sam zespot uzyskat rowniez cDNA klonu
TNF-a i dokonat analizy jego sekwencji, ktora potwierdzita opisane wyniki
(Aggarwal i wspotaut. 1985). Gtéwne roznice w budowie TNF-a i -3 polegajg na
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zawartosci aminokwaséw zawierajgcych siarke. TNF-a zawiera mostek dwusiar-
czkowy utworzony przez dwie reszty cysteinowe i nie zawiera metioniny, podczas
gdy TNF-3 nie zawiera cysteiny, natomiast trzy metioniny. TNF-3 zawiera réwniez
pr3/taczong do asparaginianu czasteczke weglowodanowa, co sprawia, ze rézni
sie od TNF-a reaktywnoscia immunochemiczng. Stanowi to wazny element
w réznicowaniu tych biatek, wykazujg one bowiem wiele podobienstw w aktyw-
nosci biologicznej, na przyktad oba powodujg lize mysiego witdkniakomiesaka
L-929 in vitro (komorki uzywane do oznaczania TNF metoda biologiczng) oraz
martwice miesaka Meth A in vivo. Obie cytokiny réznig sie rowniez mechanizmem
prowadzgacym do ich uwalniania z komérek. TNF-I3 jest wydzielany w procesie
typowym dla sekrecji biatek z komoérki, podczas gdy TNF-ajest uwalniany
z prekursora btonowego poprzez proteolize prawdopodobnie w wyniku dziatania
proteazy seiynowej (Vilcek iLee 1991). W wielu pracach brakjest rozréznienia,
0 ktérg forme TNF chodzi. Lista komérek zdolnych do ekspresji i uwalniania

TNF-a ciggle rosnie, prawdopodobnie niejest ona réwniez zamknieta w stosunku
do TNF-R3 (patrz tabela 1).
Tabela 1
Komérki wytwarzajgce biatko lub mRNA TNF-a iZlub -8 po
specyficznej stymulacji

Rodzaj komorki TNF alfa TNF beta
Monocyty i makrofagi +

Komérki T (CD4+ i CDs+) + +
Komorki B + +
Komorki LAK + +
Komoérki NK +

Fibroblasty +

Neutrofile +

Eozynoflle +

Komorki tuczne +

Astrocyty + +

+

Komaérki srédbtonka
Komérki miesni gtadkich

+

R6zne linie komorek nowotworowych + +

Nalezy zaznaczy¢, ze w wielu komérkach prekursoiy czgsteczki TNF-a sg
wbudowane w btone komérkowa. Czasteczki TNF-a i TNF-13 (czyli limfotoksyna),
sg formami uwalnianymi z komérek, w odréznieniu od opisanej ostatnio limfo-
toksyny, ktéra jest forma blonowa, posiadajaca zdolno$¢ wigzania formy
a i tworzenia funkcjonalnych heteromeréw limfotoksyny a-3 na powierzchni
komorek (Crowe i wspo6taut. 1994).

Do czynnikéw indukujacych produkcje TNF w komoérkach oprécz endotoksy-
ny bakteryjnej (LPS), pewnych wiruséw (retrowiruséw) i komérek nowotworo-
wych nalezg réwniez mitogeny, czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocy-
téw-makrofagéw (GM-CSF), interleukiny 1i 2, interferony, estry forbolowe
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i jonofory wapniowe. Supresja produkcji TNF jest powodowana cyklosporyna A,
transformujacym czynnikiem wzrostu (TGF-R3), prostaglandyng E2, glikokorty-
kosteroidami, cyklicznymi nukleotydami, inhibitorami lipooksygenazy, interleu-
kinami 4 i 6 oraz histaming (Aggarwal 1992) .

ROLA TNF-a | -B W ORGANIZMIE

Badanie roli TNF rozpoczeto sie od obserwacji przeciwnowotworowej aktyw-
nosci tej cytokiny, uwalnianej przez zaktywowane endotoksynami bakteryjnymi
makrofagi i limfocyty. Przez pewien czas uwazano nawet, ze nie oddziatywuje
ona z normalnymi komoérkami. Dopiero sklonowanie genu TNF-a i uzyskanie
jego biatkowego produktu pozwolito stwierdzi¢ jego wptyw na rozne typy komoé-
rek. Obecnie wiadomo, ze TNF-a i -3 majg podobng, cho¢ nieidentyczng aktyw-
nos¢ biologiczna i naleza do najbardziej wieloczynnosciowych cytokin. Biorg one
udziat w regulacji normalnego rozwoju i homeostazy komérek. Posrednicza
w regulacji odpowiedzi immunologicznej, warunkujacej odpornos¢ organizmu
na wiele czynnikow zakaznych oraz biorg udziat w eliminacji ztosliwych nowo-
tworéw. Uczestniczg w rozwoju reakcji zapalnej, ktéra rozwija sie w celu elimi-
nacji réznych inwazyjnych patogenéw, a przy nadmiernej stymulacji prowadza
do rozwoju wielu proceséw patologicznych.

Szeroko zakrojone badania kliniczne wykazaly, ze obie te cytokiny stanowig
istotng sktadowg wstrzasu septycznego rozwijajacego sie w wyniku zakazenia
bakteriami Gram-negatywnymi, zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej doro-
stych (ARDS), reumatoidalnego zapalenia stawéw, pewnych zaburzen autoim-
munologicznych oraz choroby wywotanej reakcjg przeszczepu przeciwko gospo-
darzowi (VIiLCEKi Lee 1991.)

Wspomniane patogenne wiasciwosci TNF polegajg na jego zdolnosci do
aktywacji wielu reakcji komorek leukocytarnych oraz zwiekszaniu przyczepnosci
komoérek srédbtonka naczyn, co powoduje stymulacje aktywnosci prokoagula-
cyjnej ptytek krwi w wielu narzagdach. TNF-a i -3 dziatajgjako modulatory funkcji
neutrofilow poprzez zwiekszenie produkgcji i uwalnianie aktywnych metabolitéw
tlenowych. TNF-a powoduje nagromadzenie i aktywacje innych komorek zapal-
nych, jak eozynofile oraz aktywacje limfocytéw i komoérek srédbtonka naczyn
(Lepper-Woodford iwspotaut. 1991, Parsons i wspotaut. 1992). Reakcja moze
ulec spotegowaniu poprzez oddziatywanie TNF-a na inne typy komoérek, ktore
uwalniajg czynniki zapalne, takie jak IL-1 i metabolity kwasu arachidonowego,
a takze czynnik aktywujacy ptytki (PAF) (Tracey i wspolaut. 1988).

Postuluje sie istotng role TNF w chorobach ptuc, wynikajacych z reakgcji
nadwrazliwosci, takich jak astma atopowa oraz ziarniniakowych, do ktérych
nalezg sarkoidoza i gruzlica ptuc. Obecnie wiadomo, ze choroby te majg podtoze
immunologiczne i towarzyszy im aktywacja specyficznych podtypow limfocytow
T oraz ztozona interakcja pomiedzy tymi komdérkami i makrofagami, komdrkami
polimorfonuklearnymi, jak neutrolile i eozynofile oraz komoérkami tucznymi
i komérkami nabtonka drég oddechowych. Zwiekszenie nasilenia reakcji jest
powodowane faktem, ze TNF-a moze by¢ wydzielany rowniez przez neutrofile
i eozynofile, a takze przez komoérki tuczne pod wpltywem wielu czynnikéw
stymulujacych. TNF-a moze bezposrednio powodowaé¢ degranulacje komoérek
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tucznych i uwalnianie histaminy i tiyptazy, enzymu proteolicznego znajdujacego
sie w ptucnych komoérkach tucznych u ludzi (Cembrzyriska-Nowak i wspotaut.
1993).

Wystepowanie opdéznionej fazy reakcji astmatycznej (po 6 i wiecej godzinach
od kontaktu z antygenem), jak i wytwarzanie ziarniniakéw w sarkoidozie, czy
rozwoj procesu martwiczego w przebiegu gruzlicy ptuc, sa wynikiem interakcji
zaktywowanych komorek i cytokin przez nie wytwarzanych. Zaréwno w astmie
atopowej, jak i w sarkoidozie istotne jest wspotdziatanie interferonu-y (IFN-y),
ktory stymuluje prozapalne dziatanie TNF, polegajace na aktywacji komorek
nabtonka drog oddechowych i zwiekszaniu migracji komoérek zapalnych, a takze
na zwiekszaniu ekspresji receptoréow dla TNF (Steffen 1 wspoétaut. 1993,
Cembrzynska-Nowak i wspétaut. 1993)

Stosujac specyficzne aktywatory i inhibitory kinazy biatkowej C (PKC) ser-
filippi | wspoOtpracownicy (1994) stwierdzili, ze TNF-a odgrywa role w rozwoju
skurczu naczyn i obrzeku ptuc poprzez aktywacje kinazy biatkowej C, wzrost
produkcji wolnych rodnikéw tlenowych i obnizenie poziomu tlenku azotu,
znanego czynnika rozkurczowego miesni gtadkich drég oddechowych.

Oprécz bakteryjnych endotoksyn, réwniez wirusy powodujg produkcje TNF-
a przez ptucne makrofagi lub monocyty z krwi obwodowej. W modelach in vitro
TNF-a aktywuje, w spos6b autokrynny, ekspresje wirusa HIV poprzez indukcje
jadrowego czynnika transkrypcji NF-kB. Zwiekszona produkcja TNF-a przez
ptucne makrofagi chorych zainfekowanych wirusem HIV, ze wspdétistniejacymi
oportunistycznymi zakazeniami mykobakteryjnymi (Mycobacterium tuberculo-
sis) lub grzybiczymi (Pneumocystis carinii), moze powodowaé rozszerzenie sie
infekcji w organizmie (Israel-Biet i wspotaut. 1991). U chorych na AIDS TNF-a
jest rowniez odpowiedzialny za cytopenie we krwi obwodowej, wynikajaca z jego
supresyjnego dziatania na wzrost kolonii komérek progenitorowych szpiku
kostnego, a takze za wyniszczenie obserwowane w przebiegu tego zespotu.
Kacheksja, czyli wyniszczenie, jest spowodowane hamowaniem przez TNF-a
ekspresji genéw odpowiedzialnych za enzymy szlaku syntezy lipidéw w adipocy-
tach oraz za synteze lipazy lipoproteinowej i dehydrogenazy glicerofosforanowej
(Tracey i wspotaut. 1989).

W normalnych komorkach, takich jak ludzkie fibroblasty ptucne, osteobla-
sty, astrocyty, a takze komorki B, TNF stymuluje proliferacje (Aggarwal 1992,
Selmay iwspoOtaut. 1990, Boussiotis iwspdtaut. 1994). Sprawia to, ze TNF bierze
udziat w regulacji resorpcji kosci oraz stanowi posrednik pomiedzy ukladem
immunologicznym i nerwowym. Boussiotis i wsp&tautorzy (1994) wykazali, ze
TNF-ajest autokrynnym czynnikiem wzrostu dla komoérek B. Aktywacja ekspre-
sji tego czynnikaw ludzkich komérkach B zaktywowanych antygenem sugeruije,
ze TNF-a moze by¢ odpowiedzialny za proliferacje komérek obserwowangw kilku
chronicznych chorobach zakaznych, jak infekcja HIV, malaria i Spiaczka afry-
kaniska (trypanosomatoza).



Czynnik martwicy nowotworéw 455

MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIAENIA TNF-a | -B

Charakterystyka receptoréw dla TNF-a i -8

TNF wywotuje biologiczne efekty przez interakcje ze specyficznymi recepto-
rami o wysokim powinowactwie, zlokalizowanymi w btonie plazmatycznej komo-
rek. Scharakteiyzowano, po uprzednim sklonowaniu i ekspresji cDNA, dwa
ludzkie receptory dla TNF, 55 kDa, nazwany p55 TNF-R i 75 kDa, nazwany p75
TNF-R, oba wigzgce zaréwno TNF-a jak i -3 (limfotoksyne a). Liczba miejsc
wigzacych wynosi od 100 do 10000 na komérke. Oba receptory TNF skiadajag
sie z domeny zewnatrzkomorkowej, w ktérej sa zlokalizowane miejsca wigzgce
TNF, czesci wewnagtrzbtonowej oraz wewngtrzkomoérkowej. Odcinki o homologi-
cznej sekwencji aminokwasow (28%) wystepuja w czesci znajdujacej sie na
zewnatrz komorki, nie obserwuje sie ich natomiast w czesci wewnagtrzkomorko-
wej, co sugeruje, ze odcinki zlokalizowane wewnatrzkomoérkowo sa czescig
réznych drég przenoszenia sygnatu. P75 TNF-R (typ A) wystepuje gtdwnie na
komérkach pochodzacych ze szpiku, podczas gdy p55 TNF-R (typ B) sa obecne
na komodrkach typu nabtonkowego. Po przylaczeniu TNF do obu typéw recepto-
réw kompleks ulega szybkiej internalizacji i degradacji. Receptory te nie ulegaja
recyklizacji i utrzymanie statej ilosci receptoréw na powierzchni komoérki wyma-
ga syntezy biatka (Beyaert i Fiers 1994). Badania krystalograficzne pokazaty,
ze zarowno TNF-a, jak i -3 wystepujg jako homotrimery, ktdre sg aktywnymi
formami tych cytokin. Przenoszenie sygnatu jest inicjowane przez krzyzowe
potaczenie dwu lub wiecej receptoréw na powierzchni komoérki przez homotri-
mery TNF.

Istotng role receptoréw dla TNF wykazano badajgc transgeniczne myszy
pozbawione p55 TNF-R. U zwierzat tych stwierdzono uposledzenie w usuwaniu
patogennych bakterii, prowadzace do Smierci w wyniku infekcji, a takze duza
odpornosé na wstrzas septyczny powodowany lipopolisacharydem (endotoksy-
na, LPS). Jednakze populacja limfocytéw i rozwéj tymocytéw u tych myszy nie
odbiegaty od normy. Wiele badan potwierdzito, ze p55 TNF-R odgrywa role
w cytotoksycznosci i procesie apoptozy, stymulowanej przez TNF w wielu liniach
komérkowych, a takze posredniczy w innych skutkach dziatania TNF, takich
jak indukcja ekspresji i wydzielania cytokin, proliferacja fibroblastéw oraz
synteza prostaglandyn. Funkcja p75 TNF-R nie jest ostatecznie zdefiniowana,
ale uwaza sie, ze moze on petni¢ role w procesie cytotoksycznosci oraz
w stymulowaniu proliferacji fibroblastéw. Dotychczas ustalono role p75 TNF-R
w limfocytach T i pochodnych liniach komorkowych, gdzie TNF moduluje
wydzielanie cytokin i proliferacje komorek (Smith i wspotaut. 1994). Ekspresja
receptoréw dla TNFjest stymulowanaw sposob autokrynny przez TNF oraz przez
interferony, dibutyrylo cAMP (analog cAMP), maslan oraz lektyny i hamowana
przez interleukine -1 (IL-1), czynnik stymulujacy wzrost makrofagéw i granulo-
cytow (GM-CSF), estry forbolowe, glikokortykosteroidy, czynniki depolimeiyzu-
jace mikrotubule i przez polisacharydy (Higuchi i Aggrawal 1993).

Ostatnie badania wykazuja, ze zewnatrzkomorkowa domena receptorow TNF
wykazuje strukturalne podobieristwo z pewnymi innymi receptorami i czastkami
powierzchniowymi komorek, ktére tworzg wspoélng rodzine receptordw i ligan-
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déw (smith i wspétaut. 1994). Naleza do nich, oprdocz receptoréw dla TNF, takze
receptor czynnika wzrostu nerwéw o niskim powinowactwie, czastki powierz-
chniowe CD40, CD30, CD27 i 0X40 komorek T i B oraz antygen Fas. Odkryto
rowniez limfotoksyne 13, wigzaca kompleks tworzony przez limfotoksyne a i B na
powierzchni komorek, takich jak cytotoksyczne limfocyty T i komérki NK, co
sugeruje role tych czastek w odpowiedzi immunologicznej (Crowe i wspétaut.
1994). Wystepujg rowniez rozpuszczalne formy receptoréw TNF, kodowane
i wydzielane pod wplywem zakazenia wirusem ospy, ktorych rola polega na
wigzaniu i inaktywacji wydzielanego TNF (smith i wspotaut. 1994). Zréznicowa-
nie odpowiedzi komorek limfoidalnych, krwiotworczych i innych linii na akty-
wacje tej grupy receptoréw tworzy sie¢ oddziatywan w procesach rozwoju
i regulaciji.

Grupa ligandow dla receptoréw TNF oraz Fas i CD30 charakteryzuje sie
mozliwoscig indukcji Smierci komérki poprzez martwice lub proces apoptozy.
Antygen Fas i 55p TNF-R posiadaja homologiczny region w ich czesci cytopla-
zmatycznej, ktory jest istotny dla indukcji programowanej $mierci (apoptozy)
komodrek. Nalezy podkresli¢, ze zaréwno receptor Fas, jak i receptory dla TNF-a
i -Bwykazuja dziatanie plejotropowe, sprawiajac, ze komoérki B, fibroblasty, jak
i pewne komérki nowotworowe moga odpowiadac proliferacjg na sygnat. Specy-
ficzna odpowiedz, prowadzaca do Smierci komorki lub do jej podziatu, zalezy od
typu komorki, stopniajej zré6znicowania, stanu transformacji i obecnosci innych
czynnikow stymulujgcych. Ze wzgledu na znaczacy udziat w regulacji ukitadu
immunologicznego oraz powodowanie apoptozy, omawiana rodzina receptorow
jest bardzo istotna dla rozwoju i homeostazy kregowcéw (Beutler i van H uffel
1994).

Mechanizmy przenoszenia sygnatu TNF-a i-Bw komoérce i ich rolaw procesie hamowania rozwo-
ju komoérek nowotworowych

Zainteresowanie TNF rozpoczeto sie od stwierdzenia jego istotnej roli
w zabijaniu komérek nowotworowych in vitro przez zaktywowne makrofagi
i cytotoksyczne komérki T. Dotychczas najwieksza ilos¢ badan poswiecono
niewatpliwie prébom wyjasnienia tego zjawiska. Wiadomo od dawna, ze rdzne
komérki nowotworowe wykazujg bardzo zréznicowang wrazliwo$¢ na dziatanie
TNF, ktéra nie zalezy od typu lub histologicznego pochodzenia komérek. Mozna
przyjac jako regute, ze nie stransformowane linie komérkowe sa niewrazliwe na
cytotoksyczne dziatanie TNF jakkolwiek embrionalne fibroblasty sg wyjatkiem.
Znane sa tez linie komoérek nowotworowych nie reagujacych na TNF (Sugarman
i wspotaut. 1985). Wiele linii komorek nowotworowych, opornych na TNF
uzyskuje wrazliwos¢ na ten czynnik, jesli jest on podany wspélnie z INF-y lub
pewnymi lekami stosowanymi w chemioterapii. Pomimo intensywnych badan
molekularny mechanizm cytotoksycznosci TNF i opornosci w stosunku do tej
cytokiny nie jest jeszcze wyjasniony, ale postuluje sie udziat w nim wielu
czynnikéw (Beyaert i Fiers 1994).

Gen kodujacy TNF-a nalezy do grupy genéw podlegajacych najwczesniejszej
transkrypcji; ktoéra nastepuje juz po 30 min od aktywacji komoérek T i B
antygenem i nie wymaga syntezy biatka. Wiadomo réwniez, ze cytotoksycznosé
TNF nie wymaga syntezy RNA lub biatka. Co wiecej, cytotoksyczna aktywnosé
TNF wzrasta w obecnosci inhibitoréow transkrypcji (aktynomycyna D) lub trans-
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lacji (cykloheksimid). Inhibitory te uwrazliwiajg na TNF pewne linie komorek
nowotworowych, opornych w stosunku do tej cytokiny. Sugeruje to obecnos¢
lub indukcje przez TNF w komorce biatka powodujacego opornos¢ na te czaste-
czke. Warto tez wspomnieé, ze transfekcja wrazliwych na TNF komérek wiok-
niakomiesaka myszy L 929 genem TNF powoduje wystgpienie opornosci (Hime-
no i wspotaut. 1990).

Zréznicowane oddziatywanie TNF-a i -R na procesy komoérkowe wynika
z heterogennosci receptoréw dla tych cytokin oraz, w znacznie wiekszym stopniu,
z wielosci drég postreceptorowego przenoszenia sygnatu. Liczne badania wyka-
zaly aktywacje wielu wtérnych posrednikéw przenoszenia sygnatu sposréd
poznanych dotychczas w komorkach ssakéw oraz w wielu innych procesach
komérkowych. Moznaje podzieli¢ na kilka grup omoéwionych ponizej.

Stymulacja wigzania GTP i aktywnosci GTP-azy w btonie komérowej

Zbadano, ze toksyna ksztusca (petrussis toxin), ktéra rozsprzega biatka Gt,
Gi i Go od receptora, hamuje cytotoksycznos¢ TNF oraz cofa wptyw TNF na
zwiekszone wigzanie nukleotydow guaninowych do btony komoérek L929 i HL-60
i stymulacje aktywnosci GTP-azy w tych komdérkach (Imamura i wspotaut. 1988),
co moze swiadczy¢ o udziale tych biatek w cytotoksycznosci TNF.

Aktywacja fosfolipaz

Istotna jest zwilaszcza aktywacja fosfolipazy A2, cytozolowego enzymu
0 wysokiej masie czagsteczkowej, specyficznego dla kwasu arachidonowego.
Aktywnos¢ tego enzymu jest indukowana przez TNF w komorkach Hela,
a wprowadzenie genu tego enzymu przywraca wrazliwos¢ opornej na TNF linii
komorek L929. Stwierdzono réwniez aktywacje fosfolipazy C, zwlaszcza specyfi-
cznej dla fosfatydylocholiny, prowadzacg do nagromadzenia dwuacyloglicerolu
1w konsekwencji do aktywacji kinazy biatkowej C. Proces ten jest stymulowany
przez aktywacje fosfolipazy C katalizujgcej powstawanie fosfoinozytoli z btono-
wego dwufosforanu fosfatydyloinozytolu, sposrod ktérych tréjfosfoinozytol sty-
muluje usuwanie jonéw wapnia do cytozolu komorki i w ten sposéb powoduje
dalszg aktywacje kinazy biatkowej C. Aktywacja fosfolipazy D opisanaw komor-
kach L929 prowadzi do nagromadzenia kwasu fosfatydowego. Powoduje to
réwniez wzmozone uwalnianie jonéw wapnia i wzrost stezenia jego wolnych
jonow w cytozolu komorki. Nalezy zaznaczy¢, ze brak jest jednak dotychczas
dowodéw na bezposredni udziat réznych fosfolipaz i ich produktéw w cytotoksy-
cznosci TNF (Beyaert i FIERS 1994).

Aktywacja neutralnej sfingomielinazy komérkowej

Enzym ten, zlokalizowany w btonie komérkowej, hydrolizuje sfingomieline
z utworzeniem ceramidu. Stwierdzono, ze interakcja TNF-a z receptorem 55
TNF-R powoduje aktywacje sfingomielinazy i nagromadzenie ceramidu w komoér-
ce, co powoduje réznicowanie komoérek HL-60 ludzkiej biataczki promielocytowej
w kierunku monocytow (Kim i wspotaut. 1991), a takze wywotuje apoptoze tych
komadrek, jak réwniez komorek U937 biataczki monoblastycznej i widkniakomie-
saka myszy L 929 i WEHI (Jarvis | wspétaut. 1994).

Wykazanie indukcji apoptozy w liniach komoérkowych, w tym pochodzgcych
ze szpiku, pozwala sgdzi¢, ze sygnat TNF poprzez ceramid selektywnie wywotuje
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apoptoze oraz ze enzymy aktywowane przez ceramid sg istotnymi komponentami
tej kaskady przenoszenia sygnatu. Do enzymow aktywowanych przez ceramid
naleza zlokalizowana w btonie serynowo/treoninowa kinaza biatkowa (Mathias
i wspotaut. 1991) oraz cytozolowa fosfataza biatkowa (Dobrowsky i Hannun
1992). Rola tych enzymdéw zostanie omoéwionaw punkcie dotyczgcym fosforylacji
biatek.

Fosforylacja biatek komérkowych

W ciggu paru minut od zadziatania TNF obserwuje sie fosforylacje wielu
réznych biatlek w komérkach w wyniku aktywacji kilku biatkowych kinaz.
W niewielu liniach komérkowych obserwowano aktywacje kinazy biatkowej C,
a takze wzrost stezenia cyklicznego AMP i aktywacje kinazy biatkowej A (vilcek
i Lee 1991), jakkolwiek nie sg one prawdopodobnie niezbedne do dziatania TNF,
poniewaz stosowanie inhibitoréow tych kinaz nie eliminuje cytotoksycznej aktyw-
nosci TNF.

Stwierdzono rowniez aktywacje kilku cytozolowych serynowo/treoninowych
kinaz biatkowych, do ktérych naleza kinaza-2 kazeinowa oraz aktywowane
mitogenami kinazy biatkowe MAP.

Wiadomo, ze grupa tyrozynowych kinaz biatkowych wykazuje wysoki sto-
pien homologii z produktem protoonkogenu c-src, a aktywnos$¢ tyrozynowej
kinazy biatkowej pp60c-src wzrasta przejsciowo podczas mitozy i ulega obnize-
niu w okresie interfazy komorkowej (zheng i wspotaut. 1992). Pewne linie
komoérkowe ludzkich nowotworéw, do ktérych naleza A-549 (gruczolakorak
ptuc), HT29 (rak odbytu) i SK-OV-3 (rak jajnikow), ktére majg zwiekszong
ekspresje c-src, sg oporne na TNF-a. Badania grupy Aggrawala wykazuja role
onkogenow, kodujacych biatka o aktywnosci tyrozynowych kinaz biatkowych,
w indukcji opornosci komoérek dla antyproliferacyjnego dziatania TNF-a. W 1988
roku stwierdzono, ze opornos¢ na rekombinantowy TNF-a (iTNF-a) pojawia sie
w komorkach ludzkiego raka sutka, wykazujacych zwiekszong ekspresje recep-
tora 2 dla ludzkiego nabtonkowego czynnika wzrostu HER2/ERBB2, ktoéry jest
tyrozynowag kinazg biatkowa. Zwiekszenie ekspresji onkogenu HER2 powoduje
opornos¢ na hamowanie wzrostu komorek NIH3T3 przez iTNF-a i zaktywowane
makrofagi in vitro oraz transformacje komérek i rozwéj nowotworéw. Pojawieniu
sie opornosci towarzyszy wzrost stalej dysocjacji wigzania rTNF-a do jego
receptoréw (Hudziak i wspétaut. 1988). Aggrawal i wspotautorzy (1994) wyka-
zali, ze zwiekszona ekspresja tyrozynowej kinazy biatkowej pp60v-src, bedacej
produktem onkogenu wirusa migesaka Rousa powoduje wystgpienie opornosci
na TNF-a w komoérkach fibroblastéw mysich NIH3T3 poddanych transfekcji
genem pp60v-src. Wystgpienie opornosci byto skorelowane z obnizeniem we-
wnatrzkomérkowego poziomu zredukowanego glutationu. Nalezy zaznaczy¢, ze
zwiekszenie ekspresji onkogenu HER2 towarzyszy wielu liniom inwazyjnego
ludzkiego raka sutka, zas wzrost ekspresji tyrozynowej kinazy biatkowej pp60v-
src stwierdzono w neuroblastomie, rakach odbytu, pecherza, sutka i drob-
nokomadrkowym raku pluc.

Badania zhenga i wspotpracownikow (1992) rozszerzyly zaséb wiadomosci
na temat mechanizmu transformacji komérek przez rodzine tyrozynowych kinaz
biatkowych src stwierdzajac, ze biorg w nim udziat tyrozynowe fosfatazy biatko-
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we. Autorzy ci wykazali, ze zwiekszenie ekspresji tyrozynowej fosfatazy biatkowej
w opornych na TNF-a komérkach G418, wywodzacych sie z fibroblastéw em-
brionéw szczuréw rasy Fischer, prowadzi do trwatej aktywacji kinazy tyrozyno-
wej pp60c-src i nastepnie do transformacji i rozwoju nowotworéw. Nie stwier-
dzono natomiast zwiekszenia ilosci biatka pp60c-src w tych komérkach. Suge-
ruje to udziat tyrozynowych fosfataz biatkowych w regulacji procesu proliferacji
komoérek i opornosci na antyproliferacyjne dziatanie TNF-a. Role tyrozynowych
kinaz i fosfataz biatkowych w mechanizmie cytotoksycznosci TNF potwierdzajg
rowniez badania z uzyciem specyficznych inhibitorow tych enzyméw. Wystepuje
znaczny efekt synergistyczny pomiedzy dziataniem TNF-a i saturospoiyny,
inhibitora tyrozynowych kinaz biakowych. Natomiastjony wanadowe — inhibi-
tor tyrozynowych fosfataz biatkowych — hamujg cytotoksycznos¢ tej cytokiny
(Beyaert i Fiers 1994).

Badajac mechanizm apoptozy, czyli programowanej Smierci komorki powo-
dowanej przez TNF w Kilku nowotworowych liniach komdérkowych, w right
i wspoétautorzy (1993) wysuneli hipoteze, ze fosforylacja biatek moze determino-
wacé wrazliwos¢ lub oporno$¢ na powodowanie apoptozy przez ten czynnik.
W odréznieniu od martwicy, ktéra jest wynikiem patologicznego uszkodzenia
komoérki i ktora poprzez obrzek organelli, uszkodzenie btony i rozpad DNA
prowadzi do Smierci komorki, apoptozajest fizjologicznym mechanizmem $mier-
ci komoérki, realizowanym w wyniku odmiennych mechanizméw, jakkolwiek pod
wpltywem tych samych czynnikéw stymulujacych. TNF powoduje apoptoze mie-
dzy innymi linii chioniaka histiocytarnego U937, raka sutka BT-20 i raka
prostaty LNCap. Autorzy ci wykazali, ze inhibitory serynowo-treoninowych
fosfataz biatkowych PP1 i PP2A, kwas okadajowy i kalikulina, w sposob syner-
gistyczny stymulujg zalezng od TNF apoptoze komoérek U937. Oba te inhibitory
znoszg opornos¢ na TNF komorek U9-TR wyprowadzonych z U937. Poniewaz
nie stwierdzono bezposredniego hamowania przez TNF fosfataz biatkowych,
postuluje sie, ze cytokina ta dziata przez stymulacje kinazy lub kinaz biatkowych.
Do potencjalnych kandydatow nalezg kinaza lekkiego taricucha miozyny, kina-
za-2 kazeinowa i kinazy aktywowane przez mitogeny (MAPK) (vietor i wspotaut.
1993).

Aktywacja i indukcja czynnikéw transkrypcji oraz ekspresji genéw i biatek

Pleiotropowe dziatanie biologiczne TNF wynika gtéwnie ze zdolnosci tej
cytokiny do aktywacji zdumiewajaco duzej liczby genéw w komérkach docelo-
wych. Te aktywnos¢ poréwnaé¢ mozna tylko do aktywnosci interleukiny-1, innej
wieloczynnos$ciowej cytokiny o podobnym spektrum aktywnosci biologicznej.

Do najlepiej zbadanych czynnikoéw transkiypcji, aktywowanych przez TNF-a,
nalezy NF-kappa B, ktorego aktywacja nie wymaga syntezy biatka, co stanowi
mechanizm szybkiej i bezposredniej aktywacji transkrypcji. Do syntetyzowanych
de novo pod wplywem TNF-a nalezg czynnik transkrypcji AP-1, bedacy produ-
ktem genow c-fos i c-jun, ktdre rowniez sg indukowane przez TNF, a takze dwa
czynniki regulujace ekspresje interferonu, IRF-1 i IRF-2. Do dtugiej listy gendw,
ktérych ekspresjajest stymulowana przez TNF, nalezg interleukiny-1alfa i beta,
interleukina-6, interleukina-8, interferon-beta, ptytkowy czynnik wzrostu, czyn-
nik wzrostu kolonii granulocytéw i makrofagéw, receptory dla interleukiny-2

14 — Kosmos
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i endotelialnego czynnika wzrostu, czastki przyczepnosci miedzykomorkowej
ELAM-1i ICAM-1, a takze kompleksy czynnika zgodnosci tkankowj MHC klasy
I i Il. TNF-a wptywa na ekspresje genu c-myc, odgrywajgcego wazng role
w procesie indukcji wzrostu komdrek oraz ich réznicowania, a takze w toksycz-
nosci tej cytokiny dla komorek nowotworowych (Vilcek iLee 1991, Ninomiya-Tsui
i wspotaut. 1993, Janicke i wspétaut. 1994).

Stymulacja tworzenia aktywnych metabolitéw tlenowych w mitochondriach

Wiele komoérek po inkubacji z TNF wykazuje zmiany w morfologii mitochon-
driéw, a takze zaburzenia procesu przenoszenia elektronéw w fancuchu odde-
chowym. Takie komoérki wykazujg opornos¢ na cytotoksyczne dziatanie TNF.
Z drugiej strony wykazano, ze TNF-a i -8 indukuja mRNA zaleznej od manganu
dysmutazy ponadtlenkowej w mitochondriach wielu linii komérkowych normal-
nych i nowotworowych ludzkich i zwierzecych. Sugeruje sie, ze indukcja tego
enzymu jest czeScig mechanizmu obronnego przeciw cytotoksycznej aktywnosci
TNF (Wong i Goeddel 1988). Role wolnych rodnikéw tlenowych w cytotoksycz-
nosSciTNF potwierdza takze ochronne dziatanie zwigzkéw wigzacychjony zelaza,
ktére stymulujg produkcje tych rodnikéw w komérkach. Stwierdzono réwniez
bezposrednio produkcje jonu ponadtlenkowego pod wptywem TNF (Beyaert
i Fiers 1994).

Sposréd innych proceséw komérkowych w mechanizmie cytotoksycznosci
TNF moga bra¢ udziat proteazy serynowe oraz ADP-iybozylacja specyficznych
biatek (Beyaert i Fiers 1994).

Rola TNF jako endogennego promotora powstawania nowotworéw

W 1992 roku Guy i wspotpracownicy zaobserwowali, ze kwas okadajowy,
specyficzny inhibitor fosfataz biatkowych typu P-2A i w mniejszym stopniu typu
P-1, powoduje szybka fosfoiylacje biatek komdérkowych w spos6b poréwnywalny
z obrazem uzyskiwanym po dziataniu iTNF na ludzkie diploidalne fibroblasty
FS-4. Obserwowane zmiany byty identyczne zaréwno w odniesieniu do fosfory-
lacji biatek cytozolowych ijadrowych, jak i do indukcji ekspresji gendéw. Kwas
okadajowy jest rowniez silnym promotorem nowotworow in vivo i in vitro. Inni
badacze wykazali dziatanie TNF-a jako promotora transformacji nowotworowej
w komérkach mysich BALB/3T3, inicjowanych 3-metylocholantrenem, a takze
transfekowanych onkogenem v-Ha-ras (klon Bhas 42). W procesie transformacji
TNF-a dziatal okoto 1000 razy bardziej efektywnie niz chemiczne promotoiy
nowotworéw, kwas okadajowy i estry forbolowe. Nalezy zaznaczyé, ze TNF-a
indukuje wzrost linii Bhas 42, podczas gdy nie stymuluje wzrostu nietransfeko-
wanej linii komoérek BALB/3T3. Wyniki te wykazuja, ze ludzki TNF-a powoduje
klonowy wzrost inicjowanych komérek. Pozwolito to autorom wysunac¢ hipoteze
0 dziataniu TNF jako endogennego promotora nowotwordéw oraz generalnego
posrednika w procesie promowania Nnowotworow (Fujiki i Suganuma 1994).

ZATOSOWANIE TNF W LECZENIU PEWNYCH TYPOW NOWOTWOROW

Sklonowanie genéw kodujacych TNF-a i - umozliwito produkcje znacznych
ilosci tych cytokin technika rekombinacji DNA i podjecie préob stosowania ich
w klinice u choiych z nowotworami. Niestety, wyniki sa dalekie od spetnienia
nadziei wykrycia cudownego leku przeciwnowotworowego. Po przeprowadzeniu
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wielu badan okazato sig, ze u pewnych chorych po injekcji rTNF-a bezposrednio
do guza wystepowatla regresja, u innych zas$ tylko zatrzymanie rozwoju nowo-
tworu, a czesto wrecz nie obserwowano zadnej zmiany (Watanabe i wspétaut.
1994). Podawanie rTNF jest ograniczone jego krotkim czasem pottrwania
w organizmie (< 60 min w osoczu krwi), trudnym do przewidzenia efektem i,
w najwiekszym stopniu, niepozadanymi efektami ubocznymi, do ktérych nalezag
goraczka, dreszcze, obnizenie cisnienia krwi, sennos¢, letarg, nudnosci, zabu-
rzenia neurologiczne, zapalenie zyt i spadek ilosci leukocytéw we krwi obwodo-
wej. Wysitki badaczy zostaty skierowane na opracowanie metodyki podawania
INF, zapobiegajacej tym niekorzystnym zjawiskom. Stwierdzono, na przykiad,
synergistyczny wpltyw podawanego wspdlnie z TNF interferonu i tamoksyfenu,
antagonisty estrogenu, w leczeniu raka sutka (Matsuo i wspotaut. 1992).
Wyjasniono rowniez dobroczynny wptyw podawania BCG (Bacillus Calamette-
Guerin), polegajacy na stymulcji makrofagéw do wytwarzania TNF w leczeniu
raka pecherza (Conti i wspotaut. 1994).

W 1991 roku sSteven Rosenberg i wspOtpracownicy z National Cancer
Institute w USA opracowali metode uodporniania chorych na raka z utyciem
komadrek nowotworowych zmienionych metodami inzynierii genetycznej. Wpro-
wadzano gen TNF do komorek czerniaka, uzyskanych od chorego w zaawanso-
wanym stadium choroby, po czym wstrzykiwano te komérki ponownie. Kilka
tygodni pdzniej pobierano choremu limfocyty z weztéw chlonnych i, po ich
klonowym rozmnozeniu w hodowli, podawano pacjentowi (Topalian i wspo6taut.
1989). Ten sam zespot opracowat rowniez metode immunoterapii raka z zasto-
sowaniem infiltrujacych guz limfocytéw T, zmodyfikowanych genetycznie przez
wprowadzenie genu TNF, ktére po wprowadzeniu do organizmu chorego powo-
duja zwiekszenie lokalnego stezenia TNF (Hiru i ROSENBERG 1994). W tym celu
wykonano transfer genu TNF, wlaczonego do wektora pochodzacego od retrowi-
rusa (na przykiad wirus migesaka Rousa). Metode tg zastosowano do leczenia
przerzutow ptucnych u myszy z wykorzystaniem limfocytow infiltruj gcych guz,
uzyskiwanych ze stabo immunizujacego nowotworu miesaka mysiego, induko
wanego metylocholantrenem (MCA 102 hTNF), ktére po wprowadzeniu genu
wydzielajg ludzki TNF-a (M orincola i wspotaut. 1994).

Sukces w leczeniu z zastosowaniem rTNF moze réwniez zaleze¢ od ekspresji
receptoréw na komodrkach nowotworowych, dlatego I1sobe i wspdtpracownicy
(1994) zaproponowali technike polegajaca na wprowadzeniu receptoréw TNF-55
i TNF-75 do retrowiralnego wektora pLRNL i bezposredniej jego injekcji do
komérek linii TK ludzkiego raka odbytu, charakteryzujgcych sie bardzo mata
ekspresjq obu form receptoréw dla TNF. Klony linii TK, zainfekowane retrowiru-
sem zawierajacym jedna lub obie formy receptora, wykazywaty wysoka ekspresje
tych czasteczek i byly zabijane po podaniu rTNF. Badania te sgjeszcze w stadium
doswiadczen na zwierzetach, ale ich wyniki budzg nadzieje z punktu widzenia
poszukiwania nowych drog w leczeniu nowotworéw.

TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF)

The tumor necrosis factor family includes TNF-a (or cachectin), TNF- (or lymphotoxin a), and
lymphotoxin B A close relationship between TNF-a and - was established, when, after cloning of
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the cDNA for these human cytokines in 1984, it appeared that they are in about 30% homologous.
TNF-a iswidely expressed in monocytes, macrophages, lymphocytes, natural Killer cells, endothelial
cells, mast cells, neutrophils and eosinophils, glial cells and astrocytes, smooth muscle cells and
certain tumor cells. TNF-3 can be produced mainly by lymphocytes, astrocytes, lymphokine-activated
Killer cells and myeloma cells.

TNF-a and - bind to the same cell surface receptors and are functionally similar, although not
identical. Originally described as antitumor agents (especially TNF-a), these extraordinarily pleio-
tropic cytokines are considered today the primary mediators ofimmune regulation and inflammatory
response. They play a beneficial role as immunostimulants and important mediators of host
resistance to many infectious agents (bacteria, viruses, parasites) and malignant tumors. Overpro-
duction of TNF-a and - is closely linked to development of many diseases, including septic shock,
Adult Respiratory Distress Syndrome, rheumatoid arthritis, some autoimmune disorders, graft-host
disease and cachexia.

TNF-a and -B exert their biological effects by interaction with high-affinity cell surface receptors,
which have been cloned and characterized as p55 TNF-R and p75 TNF-R, both binding either of the
two TNF forms. The extracellular portions of the receptors form a receptor family characterized by
four domains with regularly spaced cysteine residues. The lack of relatedness of the intracelular
portions of the two receptors suggests that they activate different intracellular signaling pathways.

The multiplicity of actions of TNF-a and -3 can be ascribed to the facts that TNF receptors are
present on virtually all the cells examined so far, and that TNF action leads to activation of multiple
signal transduction pathways, kinases and transcription factors, as well as of an unusually large
array of cellular genes.

Post-receptor mechanisms involved in TNF-induced cytotoxicity include such cell membrane
events as G protein activation and neutral sphingomyelinase activation, the latter generating
ceramide, which functions as intracellular mediator of apoptosis. Amplified expressions of the
HER2/ERBB2 oncogene, a receptor tyrosine kinase, as well as of another oncogenic tyrosine kinase,
pp60 v-src, induce resistance to TNF-a in NIH 3T3 cells. The role of protein phosphorylation in
TNF-induced apoptosis was confirmed by results showing that in U937 cells the resistance to TNF
may be circumvented by promoting protein phosphoiylation with serine-threonine-dependent
phosphatase inhibitors, okadaic acid ad calyculin.

Recent results showing okadaic acid to mimic TNF-a in inducing a protein phosphorylation
pattern and expression of the early response genes in human fibroblasts, as well as those showing
TNF-a to stimulate transformation of BALB/3T3 cells, initiated with 3-methylcholantren, allowed to
conclude in contrast to earlier suggestions that TNF-a acts as an endogenous tumor promoter.
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