ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA
LUBLIN-POLONIA
Vol. LII, 29 SECTIO DD 1997

" Klinika Hematologii
Zaktad Immunologii Klinicznej AM w Lublinie

MARIA B. ADAMCZYK-CIOCH", ANNA DMOSZYNSISA‘.
MARTYNA KANDEFER-S?ERSZEN . INONA HUS ,
DARIUSZ JAWNIAK ., JACEK ROLINSKI

Znaczenie prognostyczne wytwarzania czynnika martwicy
nowotworow (TNF o) w hodowli blastow biataczek
typu M4 i M5 wedtug FAB

Prognostic significance of production of tumor necrosis factor (TNF o) in culture
of leukaemic blasts of type M4 and M5 after FAB

WSTEP

Czynnik martwicy nowotworéw (Tumor Necrosis Factor o — TNF o, kachektyna) jest cytoking
wytwarzang gtéwnie przez monocyty i makrofagi aktywowane lipopolisacharydami (LPS), jakkol-
wiek jego Zrédlem moga by¢ takze limfocyty T i B, komérki NK, neutrofile, a takze komérki wielu
linii nowotworowych - szpiczak plazmocytowy, ostre i przewlekle biataczki (2, 5, 10). Pod wzgledem
budowy jest to polipeptyd o masie czasteczkowej 17 kDa, wystepujacy w postaci dimeru, trimeru lub
pentameru. Gen dla TNF a zlokalizowany jest na ramieniu krétkim chromosomu 6 w poblizu genu
dla TNF 8 (limfotoksyny) oraz genéw dla antygenéw gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (HLA)
(14).

TNF a odgrywa istotng rol¢ w funkcjonowaniu wielu proceséw fizjologicznych: kontroluje

wzrost 1 dojrzewanie komérek szpiku, stymuluje fagocytoze; wzmaga odpowiedZ immunologiczng
typu komérkowego (24). W stanach patologicznych znany jest udzial TNF o w stanach zapalnych,
zwlaszcza we wstrzasie endotoksycznym. Na podstawie obserwacji klinicznych i badari do§wiadczal-
nych wykazano jego silne dziatanie przeciwnowotworowe, takze w odniesieniu do komérek ostrych
biataczek. TNF o dziala nie tylko bezposrednio na komérke po potaczeniu si¢ z wlaSciwym
receptorem (p75, p55), lecz takze posrednio poprzez uklad cytokin (20, 23).

Celem pracy byto poszukiwanie wsp6izaleznosci migdzy poziomem TNF o wytwarzanym przez
blasty biataczkowe a nast¢pujacymi wskaZnikami kliniczno-laboratoryjnymi: leukocytoza, rodzajem
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powiktan infekcyjnych, fenotypem immunologicznym z uwzglednieniem ekspresji antygenéw o
negatywnym znaczeniu rokowniczym, opornoscia na pierwszoliniowe leczenie cytostatyczne.

Do badari wybrano przypadki ostrej biataczki szpikowej typu M4 i M5 FAB, gdzie poziom
spontanicznie wytwarzanego TNF a z racji zachowania przez blasty monocytoidalne zdolnosci do
produkcji tej cytokiny jest wyzszy niz w innych typach biataczek.

MATERIAL 1 METODY

Badaniami objeto 23 chorych ze §wiezo rozpoznana biataczka typu M4 lub M5 wedtug klasyfi-
kacji FAB. Wiek chorych (14 kobiet i 9 megzczyzn) wahat si¢ od 19 do 76 lat (Srednio 45,3). Grupe
kontrolng stanowito 10 zdrowych dawcéw krwi w wieku od 18 do 48 lat (Srednio 42,0). Charaktery-
styke kliniczna badanych chorych przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna chorych na ostre biataczki typu M4 i M5
Clinical characteristics of patients ill from acute leukemia of type M4 and M5

Wiek .Typ ; Leukocytoza g Wyml?
Nr Foled biataczki v1 OZA Leczenie leczenia
wg FAB
1 43 (K) M4 191,0 nieleczona
2 19 (M) M4 454 EPR+HiAra-C+VP-16 RC
3 36 (M) M4 99,0 EPR+HiAra-C+VP-16 RC
4 | 30(M) M5 99,2 EPR+Ara-C+VP-16 WZ
5 62 (K) M4 46,8 EPR+Ara-C+VP-16 RC
6 30 (K) M4 24,3 EPR+Ara-C+VP-16 RC
7 | 28(M) M5 123,2 EPR+Ara-C+VP-16 RC
8 70 (K) M4 43 LoAra-C RCz
9 76 (M) M5 14,6 LoAra-C RCz
EPR+Ara-C+VP-16 0
10 40 (K) M4 230,0 Mit+HiAra-C
11 45 (K) M5 15.4 EPR+HiAra-C+VP-16 0
12 60 (K) M4 37.1 EPR+Ara-C+VP-16 RC
13 63 (K) M4 214 EPR+Ara-C+VP-16 i 0
14 19 (K) M5 26,7 nieleczona
15 67 (K) M4 80,5 EPR+Ara-C WZ
16 26 (K) M5 74 Ida +Ara-C+VP-16 RC
17 56 (K) M4 1 EPR+Ara-C+VP-16, Mit+Ara-C 0
18 | 73 (M) M4 10,9 LoAra-C RCz
19 | 55(M) M4 325 EPR+Ara-C+VP-16 RC
20 18 (M) M4 ' 75 EPR+Ara-C+VP-16 WZ
21 37 (K) M4 117.0 EPR+HiAra-C+VP-16, Mit + VP-16 0
22 50 (M) M4 18,9 EPR+Ara-C+VP-16 wZ
2 38 (K) M4 15,7 ! EPR+Ara-C+VP-16 WZ

EPR - epirubicyna, Ida — idarubicyna, Mit — mitoksantron, Ara-C - arabinozyd cytozyny,
HiAra-C — duze dawki, LoAra-C — mate dawki, VP-16 - etopozyd, RC - remisja catkowita, RCZ
- remisja czg$ciowa, O — oporno$¢, WZ — wezesny zgon.
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Oznaczenia TNF o. wykonywano po ustaleniu rozpoznania i przed rozpoczeciem leczenia
cytostatycznego. U zadnego z chorych w tym momencie nie zanotowano klinicznych objawow
infekcji w stopniu ponad 1 wedtug WHO (niewielkie).

Do probéwki zawierajacej heparyne (10 j/m — Heparinum Polfa) pobierano S ml krwi. Mieszano
ja w proprorcji 1:5 z ptynem Eagle’a, do kt6érego dodawano 2mM L-glutaming, penicyling 100 j/ml
i streptomycyne 100 pg/ml. Z uwagi na to, iz komérkowos¢ probek byta duza (od 1.4 x 10° do 50 x
10° komérek/ml), w drugiej cze$ci doswiadczenia krew byta rozciericzona ptynem Eagle’a wzboga-
conym 10% surowica cielgca do koncentracji | x10° komérek /ml.

Rozciericzona krew wlewano do matych probéwek o objetosci 1 ml i dodawano induktora TNF o
w objetosci 50 ul/ml. Hodowle inkubowano w 5% COz przez 4 godz. w zaleznosci od stosowanego
induktora i zbierano supernatant. Jako induktora TNF o uzyto lipopolisacharydéw (LPS ze szczepu
E. coli, serotyp 0111:B4) w stezeniu 10 pg/ml. Miano TNF oznaczano w hodowli fibroblastéw L 929
(otrzymanych od prof. Inglot z Wroctawia). Prébki supernatantu rozcierlczono 3-krotnie na oddziel-
nych mikroptytkach i po napromieniowaniu dawka ultrafioletu 5000 J/m~ przez 30 min. przenoszono
po 50 pl do hodowli L 929, do ktérej dodano 50 pl $wiezego ptynu Eagle’a zawierajacego
aktynomycyne D (Sigma, USA) w stezeniu 2 pg/ml. Po 4 godz. inkubacji w temp. 37°C efekt
cytotoksyczny TNF okreslano pod mikroskopem i potwierdzano metodg barwng z uzyciem MTT (3
- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] 2, 5 diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue) (25). Rozciericzenie
powodujace 50% destrukcje komérek uznano jako 1 j. TNF.

TNF a identyfikowano za pomocg testu neutralizacji przy pomocy kréliczych przeciwciat
poliklonalnych (rozciericzenie 1:10) (Genzyme, USA). Za pozytywny wynik testu neutralizacji
uznano obnizenie miana czynnika cytotoksycznego ponizej 6 j./ml (granica czutosci metody). Jako
standardu uzyto rekombinowanego TNF o produkowanego przez Centrum Badan Molekulamych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi. Wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu testu t-Studenta.

WYNIKI

Jednym z najwazniejszych parametréw klinicznych o znaczeniu rokowniczym
w ostrych biataczkach jest wyjSciowa warto$¢ leukocytozy (11). Przedstawiono
wytwarzanie TNF o w trzech grupach chorych (ryc. 1): z leukocytoza do

300 ¢ * znamienne statystycznie - p<0,05
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Ryc. 1. Wydzielanie TNF o przez komorki biataczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej
LPS w trzech grupach chorych o réznej wartosci leukocytozy
TNF « secretion by leukaemic cells in 4h culture after LPS stimulation in 3 groups of patients with
different counts of leukocytes
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10,0 x 10%1 (3 chorych), od 10,0 x 1071 do 30,0 x 10°/1 (8 chorych) i powyzej 30,0
x 10771 (12 chorych). Wykazano istotna statystycznie réznicg w poréwnaniu z grupa
kontrolna u chorych z leukocytoza powyzej 30,0 x 107/1.

Z uwagi na brak u chorych objaw6w infekcji w stopniu wyzszym niz 1 wedtug
skali WHO w momencie okreslania poziomu TNF o, dokonano poréwnania
wynikéw oznaczen z wystapieniem powiklari zakaZznych w pdzZniejszym czasie:
w okresie chemioterapii i 10 dni od jej zakoniczenia. Oceniajac nasilenie infekcji
wedtug czterostopniowej skali WHO istotny statystycznie podwyzszony poziom
TNF o wykryto w grupie 6 chorych z najcigzszymi powiktaniami zakaZnymi
(stopien 4 — cigzkie zakazenia z objawami hipotonii) (ryc. 2).
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Ryc. 2. Wydzielanie TNF o przez komorki biataczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowane)
LPS u chorych z zakazeniami o r6znym nasileniu (skala WHO)
TNF a secretion by leukaemic cells in 4h culture after LPS stimulation in patients with different in-
fections (acc. to WHO)
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Ryc. 3. Wydzielanie TNF o przez komérki biataczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej LPS
w grupie chorych na ostra biataczke szpikowa oporna na chemioterapig pierwszoliniowg
TNF a secretion by leukaemic cells in 4h culture after LPS stimulation in patients with acute myeloid
leukaemia resistant to first line chemotherapy
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Dokonano poréwnawczej analizy grupy 8 chorych, u ktérych pod wptywem
standardowego leczenia uzyskano catkowita remisje, i grupy 5 chorych wykazuja-
cych oporno$é na leczenie cytostatyczne (tab. 1). Stwierdzono nizsze wytwarzanie
TNF o w przypadku biataczek pierwotnie opornych na chemioterapie, ale réznica
nie byta istotna statystycznie (ryc. 3).

250 1 Znamienne statystycznie - p<0,05
200 + ( w tescie t-Studenta )
- 1150 +
E .
z 100 1
z
. V) | '
0 1 + + 4
50 + Kontrola Chorzy Chorzy
z fenotypem nie wykazujacy
CD34+, CD14+, fenotypu CD34+,
HLADR+ CD14+, HLADR+

Ryc. 4. Wydzielanie TNF o przez komorki biataczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej LPS
w grupie chorych, ktérych blasty wykazywaty koekspresje CD34, CD14, HLA DR
TNF « secretion by leukaemic cells in 4h culture after LPS stimulation in patients with coexpression
CD34, CD14, HLA DR on leukaemic blasts

W badanej grupie chorych wyodrgbniono 8 pacjentéw, u ktérych na powierz-
chni komoérek blastycznych wykryto réwnoczesna ekspresj¢ trzech antygenéw
uwazanych w pi§miennictwie za posiadajace negatywne znaczenie rokownicze
(CD34+ HLA DR+ CD 14+). W poréwnaniu z grupa kontrolng wykazano u tych
chorych statystycznie istotng réznice w wytwarzaniu TNF o. Grupa pozostatych
15 chorych, u ktérych nie wykryto powyzszej charakterystyki immunologicznej,
wykazywala wyzszy $redni poziom TNF «, ale nie stwierdzono réznicy istotnej
statystycznie (ryc. 4).

OMOWIENIE

Znany jest udzial TNF o w prawidlowej hematopoezie, jako czynnika kontro-
lujacego wzrost i dojrzewanie komérek szpiku (4). Bardziej skapa jest natomiast
wiedza na temat wpltywu tej cytokiny na proliferacj¢ biataczkowa. Wykazano, ze
komorki blastyczne obs typu M4 i M5 wedtug FAB w przeciwienstwie do innych
postaci bialaczek wytwarzajg spontanicznie TNF o1 produkcja ta moze by¢ jeszcze
spotegowana pod wptywem stymulacji LPS (9). Zjawisko to thumaczono dziala-



302 M. B. Adamczyk-Cioch, A. Dmoszyriska i inni

niem kilku mechanizméw: stymulacja monocytéw przez LPS uwalaniane z prze-
wodu pokarmowego, aktywacja TNF o przez inne cytokiny zaangazowane w
proces nowotworowy, autokrynna produkcja TNF o przez biataczkowe monocyty
(3222)

W naszych badaniach stwierdziliSmy istotny statystycznie wysoki poziom
TNF oo w grupie chorych z leukocytoza powyzej 30,0 x 10°. Wydaje sig, ze
najwazniejsza tego przyczyna jest autokrynna produkcja tej cytokiny przez mono-
cytoidalne blasty.

Stwierdzono takze istotny statystycznie wysoki wyjsciowy poziom TNF o u
chorych, u ktérych w okresie chemioterapii lub aplazji szpiku kostnego rozwinety
si¢ cigzkie powiktania infekcyjne (stopiern 4 wedtug WHO) w poréwnaniu do
chorych, u ktérych nie obserwowano infekcji. Wyniki te potwierdzaja znane z
literatury doniesienia o prozapalnym mechanizmie dziatania TNF o (6).

Obserwowalismy takze podwyzszony w stosunku do kontroli poziom TNF o w
obs wykazujacy réwnoczesna ekspresje¢ kilku antygenéw uznawanych za Zle roku-
jace (CD14+CD34+ HLADR+) (1, 8). W poréwnaniu z grupa nie posiadajaca tego
fenotypu TNF o byl nizszy, jakkolwiek w sposéb nieznamienny statystycznie.

Wykazali§my takze, ze u chorych na obs, u ktérych stwierdzono oporno$¢ na
pierwszoliniowe leczenie cytostatyczne, poziom TNF o byt obnizony, cho¢ nie w
sposéb istotny statystycznie.

W pi$miennictwie pojawiaja si¢ czesto przeczace sobie doniesienia o r6znym
wptywie TNF o na proliferacj¢ biataczkowa. Wynika to giéwnie z faktu, ze jest to
cytokina o dziataniu pleiotropowym. TNF o wywiera bezposredni cytotoksyczny
wplyw na blasty, jak réwniez za poSrednictwem IFN yiIL-2 (7, 16). Wzmaga takze
cytotoksyczno$é makrofagéw (18). Wykazano réwniez, ze TNF o zwigksza eks-
presj¢ antygenéw HLA klasy I'i IT na komérkach biataczkowych (19). Wedhug
wielu badaczy zasadniczy mechanizm wptywu TNF o na biataczke polega na
indukowaniu produkcji i dziatania innych cytokin. Stwierdzono, ze TNF o pobudza
wzrost blastéw obs poprzez synergizm z IL-3 i GM-CSF, natomiast jest silnymi
inhibitorem G-CSFiEPO (12, 13). Murohashi i wsp. (15) w warunkach hodowli
komérek obs wykazali ich istotny wzrost pod wptywem IL-1 B, IL-3 i TNF a, jak
réwniez wzrost mRNA dla TNF o i IL-1P oraz gen6éw c-fos i c-jun. Zastosowanie
przeciwciat anty-TNF o blokowato wzrost hodowli (15). Obecnie uwaza si¢, ze wektor
dziatania TNF o zwiazany jest z transmodulacja receptoréw dla hematopoetycznych
czynnik6w wzrostu (HGF — Hematopoietic Growth Factors) (12, 21).

Mimo wielu watpliwosci dotyczacych wptywu TNF o na wzrost komérek
biataczkowych podjeto préby kliniczne 1111 fazy z terapeutycznym zastosowaniem
tej cytokiny. Wstgpne wyniki badan przecza wartoSci TNF o w samodzielnym
hamowaniu rozwoju biataczki w warunkach in vivo. Wydaje sig, ze lepszy efekt
mozna uzyskaé przez taczne zastosowanie TNF i cytostatykéw (17). Dla ostatecz-
nego rozstrzygnigcia tego problemu konieczne beda dalsze badania zaréwno labo-
ratoryjne, jak kliniczne.
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SUMMARY

The role of tumor necrosis factor (TNF o) in acute myeloid leukemia (AML) is still controversial.

The authors have undertaken the present study to evaluate the prognostic significance TNF o in
patients with AML, t. M4 and M5, acc. to FAB. 23 patients and 10 control subjects were studied.
Leukaemic cells released a markedly higher level of TNF o in 4h culture stimulated by LPS than
control cells. We also noticed the relationship between the high count of leukocytes, the incidence of
infection (bad prognostic factors) and high secretion of TNF ..



