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WSTĘP 

Czynnik martwicy nowotworów (Tumor Necrosis Factor 0. — TNF a, kachektyna) jest cytokiną 
wytwarzaną głównie przez monocyty i makrofagi aktywowane lipopolisacharydami (LPS), jakkol- 
wiek jego źródłem mogą być także limfocyty T i B, komórki NK, neutrofile, a także komórki wielu 
linii nowotworowych — szpiczak plazmocytowy, ostre i przewlekłe białaczki (2, 5, 10). Pod względem 
budowy jest to polipeptyd o masie cząsteczkowej 17 kDa, występujący w postaci dimeru, trimeru lub 
pentameru. Gen dla TNF a zlokalizowany jest na ramieniu krótkim chromosomu 6 w pobliżu genu 
dla TNF B (limfotoksyny) oraz genów dla antygenów głównego układu zgodności tkankowej (HLA) 
(14). 

TNF a odgrywa istotną rolę w funkcjonowaniu wielu procesów fizjologicznych: kontroluje 
wzrost i dojrzewanie komórek szpiku, stymuluje fagocytozę; wzmaga odpowiedź immunologiczną 
„typu komórkowego (24). W stanach patologicznych znany jest udział TNF a. w stanach zapalnych, 
zwłaszcza we wstrząsie endotoksycznym. Na podstawie obserwacji klinicznych i badań doświadczal- 
nych wykazano jego silne działanie przeciwnowotworowe, także w odniesieniu do komórek ostrych 
białaczek. TNF o. działa nie tylko bezpośrednio na komórkę po połączeniu się z właściwym 
receptorem (p75, p55), lecz także pośrednio poprzez układ cytokin (20, 23). 

Celem pracy było poszukiwanie współzależności między poziomem TNF o. wytwarzanym przez 
blasty białaczkowe a następującymi wskaźnikami kliniczno-laboratoryjnymi: leukocytozą, rodzajem 
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powikłań infekcyjnych, fenotypem immunologicznym z uwzględnieniem ekspresji antygenów o 
negatywnym znaczeniu rokowniczym, opornością na pierwszoliniowe leczenie cytostatyczne. 

Do badań wybrano przypadki ostrej białaczki szpikowej typu M4 i M5 FAB, gdzie poziom 
spontanicznie wytwarzanego TNF a z racji zachowania przez blasty monocytoidalne zdolności do 
produkcji tej cytokiny jest wyższy niż w innych typach białaczek. 

MATERIAŁ I METODY 

Badaniami objęto 23 chorych ze świeżo rozpoznaną białaczką typu M4 lub M5 według klasyfi- 
kacji FAB. Wiek chorych (14 kobiet i 9 mężczyzn) wahał się od 19 do 76 lat (średnio 45,3). Grupę 
kontrolną stanowiło 10 zdrowych dawców krwi w wieku od 18 do 48 lat (średnio 42,0). Charaktery- 
stykę kliniczną badanych chorych przedstawia tab. 1. 

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

 

 

    
Wiek j Typ : Leakocytoza : Wynik 

Nr i płeć białaczki x 10% Leczenie leczenia 
wg FAB 

l 43 (K) M4 191,0 nieleczona 
2 19 (M) M4 45,4 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 4,3 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 
ll 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 21,4 EPR+Ara-C+VP-16 | 0 
14 19 (K) M5 26,7 nieleczona 
15 67 (K) M4 80,5 EPR+Ara-C WZ 
16 26 (K) M5 7,4 Ida +Ara-C+VP-16 RC 
17 56 (K) M4 2,1 EPR+Ara-C+VP-16, Mit+Ara-C 0 
18 | 73(M) M4 10,9 LoAra-C RCz 
19 | 55(M) M4 32,5 EPR+Ara-C+VP-16 RC 
20 18 (M) M4 52,5 EPR+Ara-C+VP-16 WZ 
2] 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 
23 38 (K) M4 15,7 J EPR+Ara-C+VP-16 wz 

   
 

EPR — epirubicyna, Ida — idarubicyna, Mit — mitoksantron, Ara-C — arabinozyd cytozyny, 
HiAra-C — duże dawki, LoAra-C — małe dawki, VP-16 — etopozyd, RC — remisja całkowita, RCZ 
— remisja częściowa, O — oporność, WZ — wczesny zgon. 
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Oznaczenia TNF o. wykonywano po ustaleniu rozpoznania i przed rozpoczęciem leczenia 

cytostatycznego. U żadnego z chorych w tym momencie nie zanotowano klinicznych objawów 
infekcji w stopniu ponad I według WHO (niewielkie). 

Do probówki zawierającej heparynę (10 j/m — Heparinum Polfa) pobierano 5 ml krwi. Mieszano 
ją w proprorcji 1:5 z płynem Eagle'a, do którego dodawano 2mM L-glutaminę, posicygaw, 100 j/ml 
i ŚĘDIONIYCYDE 100 ug/ml. Z uwagi na to, iż komórkowość próbek była duża (od 1,4 x 109 do 50 x 
10? komórek/ml), w drugiej części doświadczenia zy była rozcieńczona płynem Eagle'a wzboga- 
conym 10% surowicą cielęcą do koncentracji | x107 komórek /ml. 

Rozcieńczoną krew wlewano do małych probówek o objętości I ml i dodawano induktora TNF a« 
w objętości 50 HI/ml. Hodowlę inkubowano w 5% CO2 przez 4 godz. w zależności od stosowanego 
induktora i zbierano supernatant. Jako induktora TNF a. użyto lipopolisacharydów (LPS ze szczepu 
E. coli, serotyp 01 1 1:B4) w stężeniu 10 Lg/ml. Miano TNF oznaczano w hodowli fibroblastów L 929 
(otrzymanych od prof. Inglot z Wrocławia). Próbki supernatantu rozcieńczono 3-krotnie na oddziel- 
nych mikropłytkach i po napromieniowaniu dawką ultrafioletu 5000 Jim? przez 30 min. przenoszono 
po 50 ul do hodowli L 929, do której dodano 50 ul świeżego płynu Eagle'a zawierającego 
aktynomycynę D (Sigma, USA) w stężeniu 2 ug/ml. Po 4 godz. inkubacji w temp. 37C efekt 
cytotoksyczny TNF określano pod mikroskopem i potwierdzano metodą barwną z użyciem MTT (3 
- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] 2, 5 diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue) (25). Rozcieńczenie 
powodujące 50% destrukcję komórek uznano jako I j. TNF. 

TNF o identyfikowano za pomocą testu neutralizacji przy pomocy króliczych przeciwciał 
poliklonalnych (rozcieńczenie 1:10) (Genzyme, USA). Za pozytywny wynik testu neutralizacji 
uznano obniżenie miana czynnika cytotoksycznego poniżej 6 j./ml (granica czułości metody). Jako 
standardu użyto rekombinowanego TNF 0 produkowanego przez Centrum Badań Molekularnych i 
Makromolekularnych PAN w Łodzi. Wyniki opracowano statystycznie przy użyciu testu t-Studenta. 

WYNIKI 

Jednym z najważniejszych parametrów klinicznych o znaczeniu rokowniczym 
w ostrych białaczkach jest wyjściowa wartość leukocytozy (11). Przedstawiono 
wytwarzanie TNF o w trzech grupach chorych (ryc. 1): z leukocytozą do 
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Ryc. 1. Wydzielanie TNF o. przez komórki białaczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej 
LPS w trzech grupach chorych o różnej wartości leukocytozy 

TNF a 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 107/1(3 chorych), od 10,0 x 10”/ do 30,0 x 107/1(8 chorych) i powyżej 30,0 
x107A(12 chorych). Wykazano istotną statystycznie różnicę w porównaniu z grupą 
kontrolną u chorych z leukocytozą powyżej 30,0 x 107/1. 

Z uwagi na brak u chorych objawów infekcji w stopniu wyższym niż I według 
skali WHO w momencie określania poziomu TNF o, dokonano porównania 
wyników oznaczeń z wystąpieniem powikłań zakaźnych w późniejszym czasie: 
w okresie chemioterapii i 10 dni od jej zakończenia. Oceniając nasilenie infekcji 
według czterostopniowej skali WHO istotny statystycznie podwyższony poziom 
TNF o wykryto w grupie 6 chorych z najcięższymi powikłaniami zakaźnymi 
(stopień 4 — ciężkie zakażenia z objawami hipotonii) (ryc. 2). 
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Ryc. 2. Wydzielanie TNF a przez komórki białaczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej 

LPS u chorych z zakażeniami o różnym 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 a przez komórki białaczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej LPS 
w grupie chorych na ostrą białaczkę szpikową oporną na chemioterapię pierwszoliniową 

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 porównawczej analizy grupy 8 chorych, u których pod wpływem 
standardowego leczenia uzyskano całkowitą remisję, i grupy 5 chorych wykazują- 
cych oporność na leczenie cytostatyczne (tab. 1). Stwierdzono niższe wytwarzanie 
TNF a w przypadku białaczek pierwotnie opornych na chemioterapię, ale różnica 
nie była istotna statystycznie (ryc. 3). 

  

250 * Znamienne statystycznie - p<0,05 

= 150 
E * 
2 100 

i 
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-50 Kontrola Chorzy Chorzy 
z fenotypem nie wykazujący 

CD34+, CD14+, fenotypu CD34+, 
HLADR+ CD14+, HLADR+ 

Ryc. 4. Wydzielanie TNF a przez komórki białaczkowe w 4-godzinnej hodowli stymulowanej LPS 
w grupie chorych, których blasty wykazywały koekspresję CD34, CD14, HLA DR 

TNF a secretion by leukaemic cells in 4h culture after LPS stimulation in patients with coexpression 
C€D34, CD14, HLA DR on leukaemic blasts 

W badanej grupie chorych wyodrębniono 8 pacjentów, u których na powierz- 
chni komórek blastycznych wykryto równoczesną ekspresję trzech antygenów 
uważanych w piśmiennictwie za posiadające negatywne znaczenie rokownicze 
(CD34+ HLA DR+ CD 14+). W porównaniu z grupą kontrolną wykazano u tych 
chorych statystycznie istotną różnicę w wytwarzaniu TNF a. Grupa pozostałych 
15 chorych, u których nie wykryto powyższej charakterystyki immunologicznej, 
wykazywała wyższy średni poziom TNF a, ale nie stwierdzono różnicy istotnej 
statystycznie (ryc. 4). 

OMÓWIENIE 

Znany jest udział TNF o. w prawidłowej hematopoezie, jako czynnika kontro- 
lującego wzrost i dojrzewanie komórek szpiku (4). Bardziej skąpa jest natomiast 
wiedza na temat wpływu tej cytokiny na proliferację białaczkową. Wykazano, że 
komórki blastyczne obs typu M4 i M5 według FAB w przeciwieństwie do innych 
postaci białaczek wytwarzają spontanicznie TNF a. i produkcja ta może być jeszcze 
spotęgowana pod wpływem stymulacji LPS (9). Zjawisko to tłumaczono działa- 
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niem kilku mechanizmów: stymulacją monocytów przez LPS uwalaniane z prze- 
wodu pokarmowego, aktywacją TNF o przez inne cytokiny zaangażowane w 
proces nowotworowy, autokrynną produkcją TNF a. przez białaczkowe monocyty 
(3, 22). 

W naszych badaniach stwierdziliśmy istotny statystycznie wysoki poziom 
TNF o. w grupie chorych z leukocytozą powyżej 30,0 x 10”. Wydaje się, że 
najważniejszą tego przyczyną jest autokrynna produkcja tej cytokiny przez mono- 
cytoidalne blasty. 

Stwierdzono także istotny statystycznie wysoki wyjściowy poziom TNF au 
chorych, u których w okresie chemioterapii lub aplazji szpiku kostnego rozwinęły 
się ciężkie powikłania infekcyjne (stopień 4 według WHO) w porównaniu do 
chorych, u których nie obserwowano infekcji. Wyniki te potwierdzają znane z 
literatury doniesienia o prozapalnym mechanizmie działania TNF a. (6). 

Obserwowaliśmy także podwyższony w stosunku do kontroli poziom TNF o w 
obs wykazujący równoczesną ekspresję kilku antygenów uznawanych za źle roku- 
jące (CD14+C€D34+ HLADR+) (1, 8). W porównaniu z grupą nie posiadającą tego 
fenotypu TNF a. był niższy, jakkolwiek w sposób nieznamienny statystycznie. 

Wykazaliśmy także, że u chorych na obs, u których stwierdzono oporność na 
pierwszoliniowe leczenie cytostatyczne, poziom TNF a. był obniżony, choć nie w 
sposób istotny statystycznie. 

W piśmiennictwie pojawiają się często przeczące sobie doniesienia o różnym 
wpływie TNF a na proliferację białaczkową. Wynika to głównie z faktu, że jest to 
cytokina o działaniu pleiotropowym. TNF o. wywiera bezpośredni cytotoksyczny 
wpływ na blasty, jak również za pośrednictwem IFN yi IL-2 (7, 16). Wzmaga także 
cytotoksyczność makrofagów (18). Wykazano również, że TNF a zwiększa eks- 
presję antygenów HLA klasy I i II na komórkach białaczkowych (19). Według 
wielu badaczy zasadniczy mechanizm wpływu TNF a. na białaczkę polega na 
indukowaniu produkcji i działania innych cytokin. Stwierdzono, że TNF o. pobudza 
wzrost blastów obs poprzez synergizm z IL-3 i GM-CSF, natomiast jest silnymi 
inhibitorem G-CSF i EPO (12, 13). Murohashi i wsp. (15) w warunkach hodowli 
komórek obs wykazali ich istotny wzrost pod wpływem IL-1 P, IL-3 i TNF a, jak 
również wzrost mRNA dla TNF a i IL-1B oraz genów c-fos i c-jun. Zastosowanie 
przeciwciał anty-TNF a. blokowało wzrost hodowli (15). Obecnie uważa się, że wektor 
działania TNF o. związany jest z transmodulacją receptorów dla hematopoetycznych 
czynników wzrostu (HGF — Hematopoietic Growth Factors) (12, 21). 

Mimo wielu wątpliwości dotyczących wpływu TNF a. na wzrost komórek 
białaczkowych podjęto próby kliniczne li II fazy z terapeutycznym zastosowaniem 
tej cytokiny. Wstępne wyniki badań przeczą wartości TNF 0. w samodzielnym 
hamowaniu rozwoju białaczki w warunkach in vivo. Wydaje się, że lepszy efekt 
można uzyskać przez łączne zastosowanie TNF i cytostatyków (17). Dla ostatecz- 
nego rozstrzygnięcia tego problemu konieczne będą dalsze badania zarówno labo- 
ratoryjne, jak kliniczne. 
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SUMMARY 

The role of tumor necrosis factor (TNF a) in acute myeloid leukemia (AML) is still controversial. 
The authors have undertaken the present study to evaluate the prognostic significance TNF a 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 a 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 a. 


