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Abstract - Synthesis of recombinant human TNF has promoted investigations of its biological acti
vities. Research has been concentrated predominantly on r-TNF antitumor activities bolh in vitro and 
in vivo. It should be noted, however, that tumors respond to TNF treatment variable, being highly, 
moderately or nonresponsive, bul the mechanisms of r-TNF antitumor action remain unsolved. Recent 
knowledge of interactions between r-RNF and the other cytokines has allied r-TNF among other 
immunoregulatory molecules. Since 1985 r-TNF has entered phase I clinical trials, where its thera
peutic benefits have proved to be minor. Nevertheless combination of r-TNF with other cytokines, LPS 
or other cytotoxic drugs might prove that r-TNF can be benefitial in cancer treatment. 
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Imunološki pristop zdravljenju raka se je v zad
njem času osredotočil predvsem na dve področ
ji. Eno je ugotavljanje novih antigenov na malig
nih celicah z uporabo monoklonalnih protiteles, 
drugo je preučevanje protitumorskega delovanja 
proteinov, ali celic, ki spodbujajo imunološke 
mehanizme. Invazivne bolezni, kot so infekcije 
ali maligna obolenja, pogosto povzročajo spre
membe v metabolizmu organizma. Običajno so 
akutne in kronične metabolne spremembe po
sredovane z imunološkim sistemom, to je spod
bujanjem mononuklearnih celic in limfocitov k 
izločanju molekul z različnimi biološkimi učinki, 
imenovane citokini. Citokini so v zadnjem času 
postali dostopni z izjemnim napredkom tehnike 
kloniranja humanih genov v genomu bakterij. 
Seznam rekombinantnih citokinov se je razširil 
od prvih alfa, beta, gama interferonov (a, {3, 

-IFN) na interleukin 2 (IL-2), interleukin 1 (IL-1 ),
interleukin 3 (IL-3), granulocitno makrofagne
kolonije spodbujajoči faktor (GM-CSF), limfo
toksin in tumor nekrozantni faktor (TNF).

Med vsemi naštetimi zavzema TNF posebno 
mesto. Kot napoveduje njegovo ime je definiran 
po lastnosti, da povzroča nekrozo mišjih tumor
jev. Zaradi tega je s pojavom rekombinantnega 
TNF na tržišču doživelo izjemen zagon razisko
vanje njegovega protitumorskega delovanja in 
potencialna uporaba v kliniki. Mnogo manj je 
znanega o delovanju TNF kot imunomodulatorju 
ter njegov odnos do drugih citokinov. 

Received: May 4, 1987 - Accepted: June 10, 1987 

Fenomen nekroze tumorjev je prvi opisal Co
ley pri bolnikih z malignimi tumorji, ki so imeli 
sočasno bakterijsko infekcijo (17, 18, 19). Pri 
nekaterih bolnikih je opazil zelo dober protitu
morski učinek a sočasno je bilo nemogoče kon
trolirati potek infekcije. Zato je leta 1893 uporabil 
mešanico bakterijskih toksinov Streptococcus 
pyogenes in Serratia martenses, ki je bila mno
go manj toksična. To so verjetno bili prvi začetki 
zdravljenja raka z modulatorji biološkega odziva 
(MBO). Za tem je Shear izoliral iz Coleyevega 
toksina frakcijo polisaharidov brez primesi pro
teinov, ki je bila 1000-krat učinkovitejša v induk
ciji hemoragične nekroze mišjih tumorjev (55). 
Ta polisaharid je znan kot endotoksin ali bakterij
ski pirogen. Biokemično je lipopolisaharid (LPS) 
in glavna komponenta gram negativnih bakterij 
(36). 

Drugi del raziskav interakcij bakterij in raka se 
je osredotočil na nespecifično odpornost z upo
rabo mikroorganizmov kot so Bacillus Calmette 
Guerin (BCG) in Corynebacterium parvum. BCG 
in C. parvum injicirane živali imajo povišano od
pornost na transplantabilnost tumorskih celic 
(45, 64). Ti MBO spodbujajo imunsko odzivnost 
organizma z aktivacijo mononuklearnega siste� 
ma celic. Glede na to lahko bakterijske produkte 
razdelimo na dva razreda, katerih prominentni 
predstavniki so BCG in LPS. Učinki BCG-ja, ki 
so odvisni od imunskega sistema in LPS kate-
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rega nekrozantni učinek je neodvisen od imun
skega sistema. 

Dolgo časa je bilo znano, da imajo makrofagi 
pomembno vlogo v protitumorskem delovanju 
BCG in LPS, ker oba aktivirata makrofage k pro
titumorskem delovanju in vitro. Prvo potrdilo o 
povezanosti delovanja BCG, LPS, nekroze tu
morjev, aktivacije makrofagov in citotoksičin fak
torjev je prišlo pred desetimi leti. Leta 1975 je 
Carswell s sodelavci (14) ugotovil, da serumi 
miši, ki so bile injicirane z BCG in za tem z LPS, 
povzročajo hemoragično nekrozo mišjih tumor
jev in imajo citotoksični ali citostatični učinek na 
maligne celice in vitro. Faktor, ki posreduje te 
učinke so imenovali nekrozantni faktor (TNF). 
Za indukcijo TNF v miših je potrebno v prvi fazi 
spodbuditi proliferacijo makrofagov ter v drugi 
fazi inducirati izločanje s LPS. Na tem principu 
je mogoče inducirati TNF v serumu ne samo mi
ši, temveč tudi v zajcih (29, 31, 41). 

Kot standardni model in vivo testiranja TNF 
seruma na miših je zelo primeren Meth A sar
komski tumor (14). Že 24 ur po vbrizgavanju 
TNF seruma je vidna nekroza 6-7 mm velikih 
podkožnih tumorjev. TNF poleg na sarkom A 
deluje tudi na vrsto drugih tumorjev, ki pa so raz
lično občutljivi, od zelo rezistentnih, do dobro 
občutljivih (14). In vitro je TNF serum citotoksi
čen na vrsto mišjih celičnih linij, Meth A sarkom
sko linijo, L celice (NCTC Clone 929) in BALB/c 
embrionalne fibroblaste (14). Med njimi je L ce
lična linija izbrana kot standardni model za dolo
čanje aktivnosti TNF, zaradi njene visoke občut
ljivosti. 

Napredek v raziskovanju delovanja TNF je po
menila njegova izolacija in' čiščenje iz seruma 
miši (28). Protein ima molekulsko težo 40.000 v 
natrijevem dodecil sulfatu in disociira v dve pod
enoti z molekulsko težo 18.000. Izolacija pod
klona iz TNF občutljivih L celic (Ls), ki so TNF 
rezistentne (Lr), pa je omogočila nadaljnje ra· 
ziskave v smeri določanja, katere celice so glav
ni prodacenti TNF (62). Ugotovljeno je bilo, da 
so supernatanti mišjih makrofagov in histioci
tomskih linij citotoksični na Ls celice in brez učin
ka na Lr celice. To spoznanje je podprlo splošna 
opažanja, da so makrofagi glavni viri seruinske0 

ga TNF (38, 40). 
Mišji TNF je. bil testiran tudi na vrsti humanih 

.celičnih linij (32, 63). Njegov učinek bi lahko ka
tegorizirali na citotoksični, citostatični ali brez 
učinka (32, 63). Nasprotno, nobena od normal
nih celic, ki so bile testirane na TNF, kot so fibro-
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blasti, ledvični epitelij in melanociti, rii bila ob
čutljiva na TNF (32, 63). To kaže na selektivno 
delovanje TNF samo na transformirane celice in 
njegovo species nespecifičnost. 

Poleg mišjih makrofagov izloča TNF tudi vrsta 
humanih mielomonocitnih celičnih linij. Identifi
ciranih je bilo več celic, med katerimi so Luk II in 
HL 60 bile najsposobnejše sintetizirati TNF (50, 
62). Ciščenju in izolaciji je sledilo določanje ami
nokislinskega zaporedja, sinteza komplementar
ne DNA (cDNA) in konstrukcija plazmida v E. 
coli (2, 56, 61 ). Iz teh študij je znano, da ima re
kombinantni humani TNF (r-TNF) molekulsko 
težo 45.000 določeno z gelsko filtracijo, kar se 
odlično sklada (80 % ) s podatki o mišjem rekom
binantnem TNF, ki je bil tudi nedavno sintetiziran 
(26, 39, 47). Gen humanega r-TNF je na 6 kro
mosomu, zelo blizu gena za limfotoksin, ki je 
citotoksični faktor stimuliranih limfocitov (44). 
Ceprav sta r-TNF in limfotoksin biološko različni 
molekuli in sintetiz.irani na ločenih genih, kažeta 
28 % homologijo v aminokislinskem zaporedju 
(27). Klonirani limfotoksin je tako kot r-TNF cito
toksičen za L celice in in vivo povzroča hemo
ragično nekrozo tumorjev (33, 49, 51 ). še en fak
tor, kahektin, kaže izjemno podobnost s r-TNF. 
Ima enako aminokislinsko zaporedje in je verjet
no identičen s r-TNF (6, 7). Kahektin je ravno 
tako produkt makrofagov a ima sposobnost su
presije encima lipoproteinske iipaze v adipocitih, 
kar povzroča trigliceridemijo in hujšanje (8, 9). 
Vse to nakazuje, da v organizmu obstoja več 
sorodnih molekul; ki jih izločajo različne imunske 
celice a imajo podobne biološke lastnosti. Ver
jetno je, da obstoja v organizmu več citotoksič� 
nih faktorjev s tumor nekrozantno aktivnostjo, 
ki so kodirani v različnih genih a imajo določeno 
stopnjo homolognosti, ki je zelo podobna siste
mu molekul interferonov. 

In kakšna naj bi bila biološka vloga TNF v 
organizmu? Verjetno je, da se v evoluciji vse te 
molekule niso razvile samo za protitumorsko 
delovanje, zato je vloga TNF v vnetni reakciji. 
mnogo pomembnejša. Ker njegove imunoregu
latorne funkcije še niso dovolj raziskane a naka
zujejo vsestranski vpliv na celični in humoralni 
odgovor imunskih celic, lahko pričakujemo, da 
je to še eden izmed citokinov, ki ima pomembno 
vlogo v regulaciji že tako kompleksnega imun
skega sistema. 

Kljub temu so se raziskave osredotočile.pred
vsem na protitumorsko delovanje r-TNF. Aktiv
nost r-TNF je bila testirana na različnih mišjih 
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tumorskih modelih in primarnih humanih tumor
jih na golih miših (4, 12, 30). Uspeh zdravljenja 
variira, kajti tumorji reagirajo na r-TNF zelo raz
lično (4, 12, 21 ). Odzivnost tumorja zaenkrat ni 
bila povezana z biološkimi lastnostmi tumorjev, 
kot so histološki tip ali imunogenost tumorja. 
·Ravno tako in vitro citotoksičnost r-TNF ne za
gotavlja dobro in vivo odzivnost iste tumorske
linije (21 ), kar nakazuje na delovanje r-TNF s
posredovanjem protitumorskih mehanizmov or-

. ganizma in ne neposredno delovanje na tumor
ske celice. Ti mehanizmi so lahko dvojni, spod
bujanje imunskih celic ali vpliv na vaskulaturo
tumorja in inhibicija angiogeneze (37, 43, 52).
To potrjujejo tudi rezultati na imunosuprimiranih
živalih, kjer obsevanje celega telesa le delno
zavre učinek zdravljenja z r-TNF (neobjavljeni
podatki). Vsekakor je potrebno razširiti znanje

· o mehanizmih protitumorskega delovanja r-TNF,
katere imunske celice so udeležene v odzivu
na r-TNF in kateri neimunološki mehanizmi.

Kot poskusni tumorji, so tudi celice in vitro
različno občutljive na r-TNF (57). Le na tretjino
celičnih linij delu}e r-TNF citotoksično, na ostale

· citostatično ali je brez učinka (32, 63). Zagonet
ka je mehanizem njegovega citotokstičnega in
specifičnega delovanja samo na transformirane
cel:ce, dočim na normalne ne deluje ali celo
spodbuja njihovo rast (57, 60). Za citolizo celic
s r-TNF je potrebna vezava molekule na celični
receptor, kateri sledi internalizacija tega kom
pleksa (3). Interferon gama lahko spodbuja iz
ražanje in sintezo r-TNF receptorjev na celicah,
kar lahko razloži sinergistični učinek IFN- in
r-TNF v protitumorskem delovanju (1, 10). Mno
ge r-TNF odporne celice, transformirane in nor
malne, imajo enako število receptorjev kot r-TNF
občutljive celice (58). Zato je za citotoksičnost
r-TNF potrebna ne samo vezava na celični re
ceptor, temveč tudi kaskada še vedno nerazi
skanih procesov v celici. R-TNF deluje na ce
lični ciklus s tem, da ustavi celice v G-2 in M fazi,
kjer po 24 urah začne odmiranje celic (22). Liza
celic nastopi predvsem v telofazi mitoze, ko so
te najbolj občutljive (22).

Zanimanje za bioioško vlogo makrofagov, 
predvsem v tumorski biologiji, sloni na dognanju 
da so to sposobne efektorske celice v specifič
nem in nespecifičnem ubijanju tumorskih celic. 
Znano je, da je potreben tesen kontakt med ma
krofagi in tumorskimi celicami, vendar efektor
ska molekula ni bila znana. Reaktivni metabo
liti kisika, komponente komplementa, neutralne 
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proteaze in arginaza, so možni mediatorji cito
lize, poleg r-TNF v zadnjem času (46, 59). To 
podpirajo dognanja, da stimulatorji makrofagov 
spodbujajo izločanje r-TNF ter da se citolitično 
delovanje r-TNF lahko izniči s specifičnimi anti 
r-TNF protitelesi (59). Vse več študij v zadnjem
času potrjuje to domnevo, tako da je r-TNF ena
glavnih molekul udeleženih v monocitno makro
fagni citilizi (25, 59).

Poleg tega lahko r-TNF in vivo izrazi cel spek
ter bioloških aktivnosti poleg zaviranja rasti tu
morskih celic. Kot ostali citokini deluje r-TNF na· 
imunske in ortotopne celice kot spodbujevalec 
izločanja drugih citokinov. Tako lahko r-TNF 
spodbuja sintezo in izločanje IL-1 monocitov in 
endotelijskih celic (24), GM-CSF endotelijskih 
celic (13), kolagenaze in prostaglandina E-2 si
novijskih celic in dermalnih fibroblastov (23). 
Njegova imunoregulatorna vloga je tudi v tem, 
da lahko spodbuja delovanje imunskih celic, kot 
so polimorfonukleami leukociti (42, 54), ter T in 
B limfociti (34, 53). Zanimive so tudi lastnosti kot 
so indukcija HLA-A, B antigenov endotelijskih 
celic in fibroblastov (20) ter inhibicija sinteze ko
lagenaze in resorbcija kosti (5). Tako se r-TNF 
vključuje v regulacijo imunskega odziva z osta
limi citokini, kot enakovreden predstavnik, saj 
je njegova vloga vsestranska. 

Leta 1985 so v ZDA začeli predklinične štu
dije s r- humanim TNF. Prva poročila o-uspehih 
so bila objavljena šele nedavno (11, 16, 35). V 
prvi fazi kliničnih testiranj so ugotovili predvsem 
toksične doze r-TNF in primerjali intravensko s 
podkožnim -apliciranjem. Najpogostejši stranski 
učinki zdravljenja so bili rigor, povišana telesna 
temperatura in glavobol, manj pogosti pa hipo
in hipertenzija, periferna vasokonstrikcija, nau
sea in bruhanje. Podkožno. injiciranje r-TNF je 
posebno v višjih dozah povzročilo lokalno vnetje 
z infiltracijo predvsem mononuklearnih celic. 
Zdravljenje ni imelo učinka na tumorsko maso, 
le začasno na velikost bezgavk. 

Ceprav so prvi rezultati kliničnih testiranj razo
čarali, obstoja se vedno upanje na boljši uspeh 
v kombinaciji z drugimi vrstami zdravljenja. V 
prvi vrsti je zanimiva kombinacija dveh citokinov, 
IFN- in r-TNF, ki delujeta sinergistično in vitro 
in in vivo na eksperimentalnih modelih (4, 12). 
Drugo možno pot pa nakazuje kombinacija LPS 
in TNF, ki lahko v mnogo nižjih dozah dosežeta 
boljši uspeh zdravljenja (15), kar kaže na njuno 
sinergistično delovanje. Poleg tega obstoja mož
nost sinergističnega delovanja r-TNF z nekate-
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rimi kemoterapeutiki (48). Ne nazadnje zaradi 
specifičnega delovanja r-TNF na celični ciklus, 
lahko pričakujemo sinergistično delovanje z ioni
zirajočim sevanjem, ker r-TNF zavre celice v fa
zah, ki so najbolj radiosenzitivne. Poleg tega pa 
rezultati študij nakazujejo delovanje r-TNF ne
posredno na vaskulaturo tumorja, kar omogoča 
dodatni terapevtski učinek v kombinaciji z dru
gimi vrstami zdravljenja. 

Glede na dosedanje znanje o r-TNF lahko 
ugotovimo, da je njegova vloga v organizmu vse
stranska. Od prvih študij, ki so raziskovale pred
vsem njegov protitumorski učinek, se v zadnjem 
času širi znanje o njegovih ostalih bioloških ak
tivnostih. Klinična preizkušanja so do sedaj razo
čarala a verjetno je bodočnost uporabe bioloških 
modifikatorjev odziva v sočasni uporabi večih 
citokinov. Za to pa je potrebno poglobiti znanje 
o njihovem medsebojnem delovanju in vsestran
skih učinkih na organizem.

Povzetek 

Sinteza rekombinantnega humanega TNF je spod
budila raziskovanja njegovih bioloških aktivnosti. štu
dije so se usmerile predvsem v proučevanje protitu
morske aktivnosti na malignih celičnih linijah in vitro 
in in vivo. Pokazale so se velike razlike v odzivnosti 
različnih tumorskih linij, mehanizem citotoksičnega de
lovanja TNF pa ostaja še vedno nerazjasnjen. Vedno 
bolj je jasna vloga TNF v regulaciji imunskega odziva, 
ker sodeluje v izločanju ostalih citokinov in lahko regu
lira aktivnost imunskih celic. Od leta 1985 je r-TNF 
uporabljan v prvi fazi kliničnih studij. Nedavna poročila 
o uspehu zdravljenja niso dosegla pričakovane rezul
tate, vendar se kljub temu nakazujejo nove poti v kom
binaciji z drugimi citokini in ostalimi vrstami zdravljenja
raka.
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