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INTERLEUKINA-12
(IL-12)

IL-12 este un heterodimer compus din doud lanturi structurale legate
printr-o punte disulfidica: p40 (40 kDa) si p35 (35 kDa). Se distinge de celelalte
citokine prin maniera independenta de producere a celor doud lanturi, intrucat sunt
codificate de gene diferite.

Structura p40 este omologd cu a receptorului IL-6, iar a p35 cu cea a
IL-6, astfel ca IL-12 aminteste de un complex format de o interleukind si
receptorul siu. Initial a fost descoperitd ca factor initiator al celulelor NK (natural
killer cell stimulator factor, NKSF), iar ulterior alfi cercetiatori au considerat-o
factor de maturare a limfocitelor citotoxice (cytotoxic lymphocyte maturation
factor, CLMF), distingandu-se prin inductia productiei de IFNy si cresterea
citotoxicitafii limfocitelor (1).

p40

DNA-ul proteinei p40 umana se etaleazd pe 2-3 kb si contine in regiunea
3’ un domeniu necodificant de 1,3 kb incluzand multe copii ale secventei ATTA.
Acest DNA codifica un polipeptid de 320 aminoacizi cuprinzind un peptid
semnal de 22 resturi hidrofobe, a cdrui masd moleculara este de 34.7 kDa.
Proteina p40 are 3 situsuri de N-glicozilare si 10 cisteine, dintre care 8 formeazi 4
punti disulfidice intramoleculare, iar una rdamane libera pentru o punte disulfidica
ce leaga p35.

Gena pentru lantul p40 este localizatd pe cromozomul 5g31-q33, in
apropierea genelor pentru receptorul lui M-CSF si IL-4.

p35

Gena care codificd p35 este situatd pe cromozomul 3q12-13.2, se intinde
pe 1,3 kb si cuprinde multe secvente ATTA in regiunea necodificantd 3’. Proteina
maturd are 319 resturi de aminoacizi §i o greutate molecularda de 27,5 kDa. Din
cele 7 cisteine, 6 intrd in puntile disulfidice intramoleculare, iar cea de-a 7-a
participd la crearea puntii disulfidice cu lantul p40, in constituirea dimerului
IL-12. Are doud situsuri potentiale de initiere a transcrierii, din care unul are
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Administrarea timp de 7-19 zile a IL-12 duce la cresterea progresiva a
nivelului oxidului nitric, care are un rol semnificativ in activitatea antitumorala.

Administrarea combinati a IL-12+IL-2 amplificd producerea de oxid nitric
de citre macrofage, amanand cresterea tumorilor mai eficient decdt in
tratamentele separate. Oxidul nitric este un mesager biochimic citotoxic cu viata
scurtd, produs ca o consecintd a oxidirii enzimatice a L-argininei de cétre sintaza
oxidului nitric (8).

Transductia celulelor tumorale cu genele care codifica citokinele ce
mediazd imunitatea antitumoralad (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, [FNy, TNFa« si
G-CSF) inhibi formarea tumorilor la animalele singenice, dar numai IL-2, IL-4,
IL-6, IL-7 si GM-CSF induc imunitate indelungatd contra celulelor tumorale
netransduse.

Cele doud gene care codificd subunitifile IL-12 murind, introduse in
celulele carcinomului de colon C-26 printr-un vector retroviral la soareci Balb/C,
au determinat o intirziere a aparitiei tumorilor, comparativ cu celulele
netransduse.

Intarzierea formarii tumorii transplantate subcutan se datoreazi secretiei
locale de IL-12. in plus, cresterea si regresia tumorii se asociazi ulterior cu
infiltrarea ei cu celule T CD8+, iar aceastd infiltrare este dependentd de prezenta
limfocitelor T CD4+ (9).

Receptorul IL-12 (IL-12R)

IL-12R este un complex multimolecular. Citometria in flux a relevat ci
este exprimat pe limfocitele CD4 si CD8, pe celulele NK activate, iar expresia sa
este amplificatd de IL-2 gi IL-12.

IL-12R nu este detectabil pe celulele mononucleare sangvine in repaus,
respectiv, pe celulele T, pe monocite i chiar pe limfocitele B in repaus.

Denumirea IL-12Ra a fost rezervatd pentru p40 datoritdi omologiei cu
receptorul IL-6Ra

IL-12RB1 este un polipeptid de 662 resturi de aminoacizi cu masa
moleculard de 73 kDa si aparenta de 100 kDa.

Domeniul extracelular este format din 516 reziduuri de aminoacizi cu 6
locuri potentiale de glicozilare N-linkate, domeniul transmembranar din 30 de
reziduuri, iar regiunea intracitoplasmaticad din 91 de reziduuri de aminoacizi. Este
considerat un membru al superfamiliei receptorilor hematopoietici §i omolog cu
gp130 si cu receptorul pentru G-CSF si LIF.

O subunitate secundard a IL-12R, IL-12Rf2, este structural aseminatoare
cu receptorii tip 8. Coexpresia IL-12RS si IL-12RS2 in celulele COS determina
locuri de cuplare pentru IL-12 uman, atat cu afinitate inalta, cat si joasa.
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S-au izolat doud forme de cDNA care codificd proteina cu masa
moleculara de 100 kDa, forme ce detin domeniile extracelulare identice, dar cele
intracelulare diferite. Forma cu domeniul intracelular mai mic nu are domeniu
transmembranar.

Celulele cotransfectate cu lanturile 81 si 82 au situsuni de legare puternice
(40 pM) si de nalta afinitate.

Gena IL-12RB2 este exprimatd in subseturile de limfocite B umane
mature, dar nu in liniile B transformate. Inactivarea acestei gene poate fi
avantajoasa pentru limfocitele B neoplazice.

Celulele tumorale purificate de la 41 de pacienti cu boli limfoproliferative
cu celule B sunt partenerii subseturilor majore de limfocite B umane mature,
reprezentand teste negative pentru expresia genei IL-12R32. Hipermetilarea unei
,»insule” CpG 1n exonul 1 necodificant se asociaza cu inactivitatea acestei gene in
celulele B maligne.

Tratamentul cu inhibitorul metiltransferazei 5-Azo-2’-deoxicitidind restau-
reaza expresia mRNA al acestei gene in celulele B neoplazice primare, care suferd
apoptoza dupa expunerea la rIL-12 (hrIL-12).

hrIL-12 inhib3 proliferarea §i cresterea ratei apoptotice a liniilor B trans-
fectate cu IL-12RB2 in vivo. De asemenea, reduce puternic tumorigenitatea
celulelor RAJI de limfom Burkitt transfectate cu acest receptor la gsoarecii
SCID-NOD, prin efecte antiproliferative §i proapoptotice cuplate cu inhibarea
neoangiogenezet, legate de inductia independentd de IFN+y uman.

Gena IL-12Rf2 actioneazi ca supresor tumoral in malignitatile cronice ale
celulelor B, iar IL-12 exercitd efecte antitumorale directe asupra celulelor B
neoplazice care exprima acesta gena (10).

Cum s-a mentionat, IL-12, citokind heterodimericd, induce productia de
IFN7y de catre celulele NK si T. De asemenea, activeazi celulele B umane prin
compelxul IL-12R cu componentele lanturilor bl si b2, care se exprima cantitativ
in celulele B din centrele germinale i tonsile; numai celulele B naive sunt
activate dupa interactiunea cu IL-12. Gena IL-12R b2 nu se exprima in celulele B
transformate cu EBV si in liniile B de limfom Burkitt. Transcriptele IL-12 p35 si
p40 s-au detectat in toate subseturile de limfocite B din tonsile, dar numai celulele
B naive si cele cu memorie produc IL-12. Greutatea moleculard a lui IL-12
heterodimeric matur este similard cu IL-12 derivat din monocite, cu diferente
minore legate, probabil, de glicozilare. Celulele B maligne din foliculi si din zona
marginald a limfomului exprima transcriptele IL-12 p35 si p40, pe cand mRNA
p35 s-a detectat numai in celulele limfomului mantalei.

Deci, limfocitele B umane in variante cu partenerul murin, pot produce
IL-12 in urma legarii CD40. Transcriptele IL-12 p35 si p40 se gasesc in celulele B
din bolile limfoproliferative, dar citokina este la un nivel scizut. IL-12R se
exprima in principalele subseturi de limfocite B umane, dar este functional numai
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in celulele B naive. Insuficienta exprimatdi de mRNA IL-12Rb2 in liniile
transformate, deschide noi perspective in investigarea celulelor B transformate
malign (11).

Productia de IL-12 si reglarea sa

IL-12 este produsi de celulele prezentatoare de antigene si de celule care
intervin in imunitatea naturala.

Limfocitele B normale produc foarte putin IL-12, spre deosebire de cele
transformate de EBV, care au o productie crescutd. De asemenea, liniile celulare
provenite de la bolnavii cu HIV produc in vitro mari cantititi de IL-12.

Productia IL-12 este atribuitdi in principal, monocit/macrofagelor si
celulelor dendritice. Monocitele produc IL-12 ca raspuns la un numar mare de
agenti infectiogi sau toxinelor acestora. Bacteriile, virusurile §i organismele
parazitare au proprietatea de a induce activarea rdspunsului imun primar. Astfel,
Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii, Staphylococcus aureus,
lipopolizaharidele, determina direct productia de IL-12 de cétre monocite, pe cand
Mycobacterium avies, BCG, produc IL-12 numai in prezenta IFNY, care in acest
caz este elaborat de celulele T NK+. Monocitele produc IL-12 si atunci cand
limfocitele Th1 sau ThO prezinti antigene.

Productia IL-12 din interactiunea celule T/monocite sau celule T/celule
dendritice joacd un rol important in sinteza IFNy ca rispuns la antigene neutre.

Celulele dendritice produc IL-12 nu numai in interacfiunea cu celulele T,
dar §i ca rispuns direct la actiunea bacteniilor sau a toxinelor lor. De asemenea,
celulele dendritice din piele (celulele Langerhans) produc IL-12 in vitro, ele
jucand un rol important in sensibilitatea de contact la haptene.

IL-12 este in mod egal produsi de neutrofile, mastocitele din tesutul
conjunctiv, ca si de celulele liniilor mieloide, ca raspuns la LPS, sau de liniile de
carcinom epidermoid.

Productia IL-12 de catre fagocite este inhibata de IL-10; aceleasi celule
stimulate si producd IL-12 produc si IL-10, dar cu intirziere. IL-12 induce
productia IL-10 in vivo, in celulele non-T si non-B. IL-10 asigurd, in schimb,
inhibitia productiei IL-12.

Prostaglandina E; (PGE;) derivata din multe tipuri de tumori, reprezinta
unul din factorii supresori majori ai imunitatii.

Administrarea sistematici a rIL-12 ar putea controla terapeutic cresterea
cancerului mamar agresiv al soarecilor TS/A si 4T1.

PGE; produs de tumori inhiba potentialul productiei endogene de IL-12 la
nivelul secretiei proteinei, sintezei mRNA si transcriptiei genelor constitutive
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pentru p40 si p35. Inhibitia poate fi reversati de NS-398, un inhibitor selectiv al
activitatii enzimatice a ciclooxigenazei 2 in sinteza PGE,.

Inhibitia mediatd de PGE; a productiei IL-12 reclamd cooperarea
functionald a AP-1, care supreseaza putemic transcriptia IL-12 p40. Blocarea in
vivo a productiei de PGE; duce la o marcatd reducere a metastazelor tumorilor
pulmonare 4T1, insotitd de abilitatea crescutd a macrofagelor peritoneale de a
produce IL-12, si a limfocitelor splenice de a produce [FNY.

Se stabilesc, astfel, mecanismele moleculare ce subliniazd interactiunea
dintre o malignitate progresivi si mecanismele de apdrare imunologica (12).

TGFB produs de fagocite ca rdaspuns la unii agenti infectiosi inhiba
productia IL-12 in vitro. In vivo, insa, TGF@ pare sa favorizeze productia IL-12 la
soareci infectati cu Candida albicans.

IL-4 si IL-13 inhibd, de asemenea, productia IL-12 de citre celulele
mononucleare din sange.

IFN7y, st mai putin GM-CSF, miéreste productia IL-12 a monocitelor i
neutrofilelor.

Dupi activare, toate celulele producétoare de IL-12 (fagocite, liniile B)
exprimd de zece ori mai mult mRNA p40 decit mRNA p35, explicand, in
parte, excesul de p40 liber. Expresia p40 si p35, ca si reglarea prin IL-10 s1 IFNYy,
sunt controlate la nivel transcriptional; p35 este controlata direct de IFN+, pe cand
p40, indirect.

Stimularea sau inhibitia, induse de anumite molecule sau anumiti agenti
infectiosl sau parazitari, prezinta, in stadiul actual, un mare interes pentru
dezvoltarea vaccinurilor destinate induceni unui raspuns imun de tip celular sau
combaterii unui raspuns imun secundar.

Preoperatoriu, dimensiunea carcinomului hepatic primar (16 pacienti),
dar si albumina sericd afecteaza considerabil nivelul seric al IL-12, ca si
bilirubina serica totalad si varsta pacientilor. Diferente semnificative s-au gasit
postoperatoriu din cauza cantitdtii de sdnge pierdut. Deci, factorii principali
determinanti ai nivelului seric al IL-12 sunt: dimensiunea tumori §i functia
hepatica a pacientilor. Trauma operatorie este factorul major care reduce nivelul
IL-12 dupa operatie (13).

Inductia apoptozei keratinocitelor de citre razele UV este un fenomen
protector relevant in limitarea supravietuini celulelor cu lezarea reparabila a
DNA. Schimbirile in apoptoza indusd de UV pot avea un impact semnificativ in
fotocarcinogeneza. IL-12 este o citokind imunomodulatoare §i supreseaza
apoptoza mediatda de UV a keratinocitelor, in vivo §i in vitro. Ea reduce
remarcabil leziunile DNA specific induse de razele UV prin initierea repararii
DNA. De asemenea, induce expresia componentelor particulare ale complexului
ce repard excizia nucleotidelor.
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Deci, citokina IL-12 poate proteja celulele de apoptoza indusa de lezarea
DNA de catre razele UV, prin inducerea repararii DNA la locul exciziei
nucleotidelor (14).

Inductia genelor tintd

Legarea IL-12 la receptorul sdu de pe celulele clonale Thl induce rapid
activarea tirozinkinazelor Jak2 s1 Tyk2 si fosforilarea a numeroase proteine,
monomeri inactivi ai factorilor de transcriere STAT1 (signal transducers and
activators of trancription), STAT3 si STAT4. Fosforilarea acestora antreneazi
formarea homodimerilor si heterodimerilor (STAT1/STATI1; STAT3/STAT4 si
STAT4/STAT4) care migreaza in nucleu unde transactiveaza gene tinta.

Semnalele induse de IL-12 pot diferi in functie de tipul celulei finta; astfel,
p56'* este preferential activata in celulele NK, pe cind kinaza MAP (mitogen
activated protein) este preferential fosforilata la nivelul limfocitelor T. IL-12
creste proliferarea limfocitelor T cand sunt activate de IL-2, insd sistemul de
transductie a semnalelor Jak-STAT pentru clonele de limfocite Thl este
nefunctional in celulele Th2.

Densitatea gi afinitatea IL-12R exprimate pe celulele Th2 sunt comparabile
cu cele de pe Thl, dar nu se cunoaste starea de refractare a celulelor Th2 la IL-12.
Aprofundarea elucidirii semnalelor transduse de IL-12 permite dezvoltarea unei
strategii pentru manipularea polarizirii raspunsului imun Th1/Th2 (1).

IL-4 inhibd citotoxicitatea §i proliferarea indusa de IL-2, dar creste
proliferarea celulelor NK stimulate de IL-12, care, la randul sau, creste numarul
granulelor din citoplasma celulelor NK si faciliteazd degranularea lor in rispunsul
de angajare a CD16. De asemenea, creste acumularea de mRNA pentru serin
proteaze asociate granulelor de granzime A si B, dar §i pentru perforina.

Administrarea zilnica de IL-12 la soareci determind activitatea citotoxica a
celulelor NK hepatice si splenice.

IL-12 controleaza productia celulelor NK, stabilizeaza contactele acestora
cu tinta lor, marind expresia moleculelor de adeziune la suprafata celulelor NK. In
plus, induce un raspuns chimioterapeutic celulelor NK i astfel IL-12 controleaza
raspunsul celulelor NK la citokine. Efect deosebit de important este inductia pro-
ductiei de IFN7. Astfel, IL-12 si IFNvy induc in mod egal productia altor citokine
de citre celulele mononucleare din singe, cum sunt: TNFa, GM-CSF, M-CSF, IL-3
si IL-8, dar in cantititi mici fatd de IFNy elaborat de celulele T sau NK. IL-12
inhiba productia IL-5 via NK si creste expresia receptorilor citokinelor de la
suprafata celulelor NK cu lanturile p55 si p78 ale IL-2R, TNFaR (p75) si IL-12R.

IL-12 creste activitatea citotoxicd, proliferarea limfocitelor T §i productia
IFNv de catre acestea. S-a demonstrat in vivo §i in vitro c¢d, administrarea 1L-12
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determind expresia activitdtii citotoxice a limfocitelor T CD8+ prin proliferarea
lor 1 prin cresterea sintezei proteinelor citolitice (granzime A si B si perforine).

Generarea limfocitelor T citotoxice allospecifice in culturd mixta este
partial dependenta de IL-12 endogen. IL-12 permite maturarea unui precursor
CD8+ in efector citotoxic, in absenta limfocitelor T CD4+, proces verificat si in
modelul de citotoxicitate antitumorala. Injectia cu IL-12 recruteaza si activeaza nu
numai celulele citotoxice specifice, ci si celulele NK si limfocitele T NK+, astfel
incat activitatea nu se restrange prin CMH clasa I. IL-12 nu este mitogenic pentru
limfocitele T in repaus, dar mareste proliferarea limfocitelor T de tip TCDo/f
CD4+, TCRo/B CD8+ sau TCRaw+. Proliferarea acestor limfoblaste indusd de
IL-12 este mérita prin addugarea de IL-2. Proliferarea maxima a acestor celule
indusa de IL-12 este inferioara celei obtinute cu IL-2.

Efectul mitogenic al IL-12 este puternic amplificat prin cosemnalizarea
CD28/B7 s§i cu participarea cosemnalizarii CD2/CD58. Cosemnalizarea CD28
poate sa amplifice raspunsul la IL-12, fie marind expresia IL-12R, fie méarind
productia de IL-2.

Liniile si clonele de Th2 de soarece sunt refractare la IL-12, chiar daca den-
sitatea si afinitatea receptorului sdu sunt compatibile cu cele ale clonelor de Thl.

IL-12 induce productia de IFNYy de citre limfocitele T in repaus sau
activate, efect care se observd pe toate subpopulatiile de celule T: TCD4+,
TCDS8 v/5 celule naive sau efectoare ThO i Thl. Clonele hTh2 produc IFNY in
cantitate micd, ca raspuns la IL-12. Productia de IFNy de catre celulele T
purificate in repaus nu se observa decdt dupd 4-5 zile de cultura si poate fi
crescutd si accelerata de IL-1, TNFq, IL-2 si intr-o misura mai mica, de IL-6 i
cosemnalizarea CD28/B7. Aceastd activare determinatd de IL-12 poate fi
inhibata de IL-4, complet suprimatd de TGFf si neinfluentatd de IL-10. Efectul
sinergic al IL-1, IL-2 si TNFa asupra rispunsului celulelor T in repaus se
explicd, in parte, prin cresterea IL-12R. Efectul inhibitor al IL-10 asupra
productiei de IFNv este indirect.

Pe de alta parte, efectul indus de IL-12 in productia IFN7y de citre celulele
T activate, este puternic amplificat de cosemnalizarea CD28/B7. Astfel ca,
productia rapida de IFNvy observata in cazul invaziei organismului cu numerogi
agenti patogeni este dependentd de IL-12. IFNvy este egal controlat de IL-12
eliberat prin interactiunea celulelor prezentatoare de antigen cu celulele T. IL-12
joacd un rol esential in socul endotoxic experimental indus de LPS la soarecii
pretratati cu BCG.

STAT6 joaca un rol in carcinogeneza si in toleranta citokinelor Th1/Th2.
S-au identificat 3 fenotipuri de STAT6: inalt, scazut si null. Acesta din urma apare
dintr-un defect partial in semnalizare. Liniile individuale cu acest fenotip produc
niveluri semnificativ de inalte de IL-12, TNFa si IFNy din ziua a 4-a de cultura,
comparativ cu liniile cu fenotipuri STAT6 inalt sau scazut.
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Deci, calea de semnalizare prin STAT6 poate juca un rol direct sau
indirect in productia de citokine proinflamatorii, proces reglator in bolile
inflamatorii (15).

Activitatea biologicd a interleukinei-12

La fel ca si alte citokine proinflamatorii (IL-1 si TNFc), IL-12 raspunde la
un mare numar de agenti infectiosi cu rol cheie in imunitatea naturald si
adaptativa.

Sinergica cu alte citokine, IL-12 induce productia de IFN¥ si activeaza
citotoxicitatea NK, a limfocitelor T /6 si NK+. IFNy, sinergic cu TNFa i IL-1,
activeazd mecanismul bactericid al fagocitelor. Prin fagogen, IL-12 matureazi
limfocitele antigen specifice CD4+ si CD8+, ca efectori citotoxici de tip 1 si
inhiba dezvoltarea efectorilor de tip 2. Celulele T efectoare induse de IL-12
favorizeaza fagocitoza patogena (inducand productia anticorpilor opsonizati si
fixand complementul) i actiunea bactericidd a macrofagelor. Efectele biologice
ale IL-12 se exprimi prin limfocitele T care prezintd IL-12R de afinitate inalta si
prin celulele NK.

IL-12 cregte citotoxicitatea, productia de IFNv i proliferarea celulelor NK.

IL-12 stimuleazd productia de TNFa via celulele NK, iar TNFa, laolaltd cu
IL-12, induc activitatea citotoxicd. Celulele NK activate de IL-12 pot liza linii de
celule tumorale NK sensibile. De asemenea, IL-12 restaureazd citotoxicitatea
celulelor NK izolate de la bolnavi infectati cu HIV. Laolaltd cu IL-2, IL-12 are un
efect aditiv asupra activitafii citotoxice.

Rolul IL-12 in polarizarea rdaspunsului imunitar

Limfocitele T auxiliare sunt de 3 tipun, in functie de citokinele pe care le
elaboreaza:

1. celule de tip 1 care produc IL-2, IFN7 si limfotoxine;

2. celule de tip 2 care produc IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 51 IL-3;

3. celule de tip 0 care produc citokine de tip 1 si de tip 2.

Maturarea unui limfocit T naiv (producitor principal de IL-2 si deposedat
de activitate auxiliard) in efector Th1 si Th2 este controlatd de 3 parametni:

a) natura §i intensitatea semnalului antigenelor la TCR,;

b) natura si intensitatea semnalelor costimulatoare (B71, B72, CD30L);

c) citokinele elaborate prin activarea celulelor naive.

Prezenta IL-12 ca activator primar favorizeazd dezvoltarea efectorilor de
tip 1 s1 inhiba dezvoltarea celor de tip 2. Astfel, IL-4 exercitd un efect opozant.
Activitatea IL-12 este controlatd de numerosi factori: (i) genetici, (ii) prezenta
altor citokine — cum este activitatea primara a IFNYy, IL-4, TGFeq, (iii) cosem-
nalizarea descoperiti in activitatea celulelor naive.
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Pentru prima dat, s-a stabilit in vivo rolul IL-12 in inducerea raspunsului
de tip Thl si inhibitia rdspunsului de tip 2, In leishmaniozele experimentale la
soareci Balb/c. Administrarea IL-12 la acestia, care sunt sensibili la Leishmania
major protejeazd animalele de aceastd infectie, in mod normal fatald si confera
rezistentd la toate infectiile ultenioare. Tratamentul cu IL-12 reduce considerabil
producerea de IL-4 de catre limfocitele T imune izolate de la animalele tratate si
creste moderat productia de IFNv.

Injectarea anticorpilor anti-IL-12 inhtba raspunsul protector de tip 1 si
permite dezvoltarea unui raspuns de tip 2, care conduce la diseminarea infectiei si
moartea animalelor. Rolul obligatoriu al IL-12 1n inductia raspunsului tip 1 a fost
confirmat in numeroase infectii i boli autoimune. IL-12 este astfel esentiald pentru
inductia unui raspuns de tip 1 care nu se mentine intotdeauna in mod obligatoriu.

Mai mult chiar, aptitudinea unui tratament precoce cu IL-12 converteste un
raspuns de tip 2 intr-unul de tip 1 in cazul soarecilor infectati cu helminti
intestinali. In acest caz, este inhibati productia cantitativ ridicati de IL-4, de citre
limfocitele imune, a ciror productie de IFN+y este, insd, uneori crescuta.

Se conclude cd, efectele tratamentului cu IL-12 sunt dependente de IFNYy,
care, totusi, nu se poate substitui IL-12.

in unele modele experimentale (candidoza) IL-12 este reclamat nu numai
de IFN7y, dar, in aceeasi misurd, de TGFB pentru inducerea rdspunsului
functional de tip 1. TGFf poate, de asemenea, dupa susa de soareci examinatd,
sd inhibe sau sa faciliteze cresterea productiei de IFN7y indusa de IL-12.
Influenta TGFB depinde de cantitatea de IL-2 produsa prin activarea primara a
celulelor T. IL-12 sinergic cu TGFS poate induce maturarea celulelor naive CD4
umane, in efectori de tip 1.

Capacitatea IL-12 de a conditiona celulele T pentru o productie crescuta de
[FN+rezulta dintr-un efect direct asupra celulelor naive, efect modelat de prezenta
IL-4, TGFB, IL-2 si, probabil, IFNv. Nivelurile relative ale IL-12 si IL-4, chiar la
activarea primara a unei celule naive, au o influentd determinantd pentru
maturarea acestora in efectori de tip 1 sau de tip 2. Prin urmare, IL-12
influenteaza maturarea limfocitelor T CD4+ §i CD8+ in celule efectoare,
conditionand profilul lor in citokine. Ea creste de o maniera stabild productia de
[FNY, efect predominant, care partial nu este inhibat de IL-4.

Rolul IL-12 in productia de anticorpi

Actualmente, IL-12 apare ca o citokini care creste preferential productia
de anticorpi opsonizanti si fixatori ai complementului (IgG2a). Initial, s-a crezut
cd este numai un inhibitor al sintezei IgE, tratamentul cu citokina suprimand
numai tranzitoriu productia de IgE si IgGl, dar crescind, pe o perioada
indelungata, importanta productiei de anticorpi IgG2a si, intr-o mai mica masura,
IgGb2 si IgGb3. Se poate aprecia astfel cd, 1L-12 are un efect direct asupra
limfocitelor B CD5+ si CD5-.
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IL-12 costimuleaza proliferarea si diferentierea celulelor susd multi- sau
unipotente, induse prin factorii lor de crestere. Aceste rezultate au fost stabilite pe
progenitori inalt purificati sau in culturi unicelulare, ceea ce implicd prezenta
receptorului IL-12R pe celulele susa hematopoietice (1).

IL-12 si bolile infectioase

IL-12 este esentiald si obligatorie in protectia organismului impotriva
bacteriilor §i parazitilor care au un ciclu intracelular obligatoriu sau facultativ.
Actioneazi la 3 nivele:

a) stadiul preimun in care induce activitatea citotoxica a celulelor NK si

productia lor de IFNv,

b) induce un raspuns adaptativ al celulelor T, favorizdnd dezvoltarea
celulelor T auxiliare de tip 1, a limfocitelor CD8 citotoxice, cat si
productia de anticorpi opsonizanti;

c) cresterea proliferidni §i productiei de IFNvy de catre limfocitele T.

IL-12 este mai putin cunoscutd in infectiile virale. Majoritatea virusurilor
nu induc productia de IL-12 endogend. Totusi, MCMYV (citomegalovirusul murin)
o face, spre deosebire de LCMYV (virusul meningitei coriolimfocitare).

In infectia cu MCMV urmata de injectarea cu IL-12 aceasta are un rol
protector discret, in timp ce la animalele cu LCMV IL-12 este toxica, toxicitate
insotitd, paradoxal, de reducerea drasticd a limocitelor CD8+ citotoxice, rezultand
astfel si productia excesiva de TNFa si hidrocortizon.

Productia timpurie de IFNB, ummati de dezvoltarea raspunsului
limfocitelor T citotoxice viral-specifice, sunt facton critici in limitarea nivelului
infectiei cu herpes virus ¥-68 murin (YHV-68). Dezvoltarea unui raspuns de durati
cu limfocite T citotoxice reclami prezenta celulelor T. Limfocitele T citotoxice
limiteaza extinderea infectiei dupa reactivari.

In urma infectiei intranazale cu YHV-68, expresia mRNA IL-12 si IL-23
este suprareglati in plimani si splini. In ser si omogenatele din plamani, nivelele
de IL-12 p40 sunt crescute. Expunerea macrofagelor in culturd sau a celulelor
dendritice la YHV-68 creste secretia de IL-12 sugerand ci aceste celule ar putea fi
responsabile de productia IL-12 in vivo.

Infectarea soarecilor cu HV-68 determind deficienta geneticd in expresia
IL-12 p40, ducand la leucocitozi si splenomegalie, care scad semnificativ fatd de
cele observate la soarecii singenici C57/Bl/6. Soarecii IL-12 p40 (—/-) aratd, la 9
zile de la infectie, niveluri crescute de virus infectios in plaméani. De asemenea, se
constatd o reducere a productiei de IFNvy indusd de YHV-68, sugerand ca IFNvy
este dependent de IL-12.

Deci, IL-12 indus de YHV-68 contribuie la patofiziologia infectiei virale,
actionand gi pentru limitarea acesteia (16).
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IL-12 in imunitatea antitumorald

IL-12 este o citokind cu un potential rol in protectia contra tumorilor prin
cresterea citotoxicitatii celulelor T si NK, cresterea productiei de IFNy, TNFa s1
TNFg, inducerea limfocitelor T auxiliare de tip 1, aparitia unor clase de anticorpi,
inhibitia angiogenezei. Administratd animalelor, inhiba metastazele spontane §i
prelungeste supravietuirea, uneori determinand regresia totald a tumoni. Efectul
antitumoral al IL-12 se aseamini relativ cu cel al IL-2 si IFN7. In cele mai multe
cazuri, acest efect antitumoral al lui IL-12 este inhibat prin neutralizarea cu I[FNv.

De retinut este faptul ca nu toate tumorile au aceeasi sensibilitate la
efectele terapeutice ale IL-12 (1).
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IL-12 IN TERAPIA CANCERULUI

IL-12, IFNy §i TNFa in terapia cancerului

Asa cum se aratd in diferitele parfi ale lucrani, prezenta interferonului
gamma (IFN7) si a factorului necrozant tumoral (TNFa) este indispensabild in
reactia imunitard a organismului. Cele mai multe date sustin participarea directa
sau indirectd a IFNvy in dezagregarea celulelor tumorale.

Terapia cu IL-12 recombinant (rIL-12) §i terapia cu gena IL-12
adenovirala poate avea efect in vivo impotriva celulelor carcinomului tranzitional
(TCC) murin al vezicii urinare.

IL-12 creste semnificativ la murine expresia IFNvy in ser, urind, ca si in
culturile de splenocite ale acestora. Nu actioneazd direct asupra celulelor
carcinomului tranzitional murin al vezicii urinare in vitro, dar [FNvy arati activitate
antiproliferativd §i proapoptoticd prin suplimentare cu TNFa Mai mult, IFNy
supraregleazd substantial expresia moleculelor de suprafatd imune de pe celulele
carcinomului, cum sunt CMH I, CMH II, ICAM-I, B7.1, B7.2 si Fas.

Citotoxicitatea maxima contra acestui carcinom, mediatd de splenocite,
este amplificatd prin pretratarea celulelor canceroase cu IFNy + TNFq, ceea ce
face §i IL-12 in combinatie cu IL-2. In vivo, activitatea anti-cancer vezical a IL-12
este eliminati prin tratament cu anticorpi anti-IFNYy.

IFNy are un rol esential in imunitatea contra tumorii vezicale amintite.
Activarea celulelor imune efectoare ale gazdei de cétre IL-12 este necesara pentru
inducerea distructiei optime a tumorii in terapia cu IL-12. (17)

Productia IFNy de citre celulele T sensibilizate din tumori este esentiala
pentru IL-12, care induce complet eradicarea tumorii. Transferul, fie al
splenocitelor, fie al celulelor T CD90+ s-a facut in TCRBKO si [IFNyYTCRS la
soareci purtitori de tumoni subcutane MCA207, timp de 14 zile. Jumatate din ei
au fost tratati cu IL-12.

Soarecii TCRBKO si IFNyYTCRg s-au vindecat in proportie de 80% si,
respectiv, 100% dupd ce au primit IL-12. Totusi, transferul de limfocite T
imunizate de la cei [IFNY/TCRp la cei TCRBKO a fost ineficient, cu sau fard IL-12.
Riaspunsul celulelor T la IL-12, si nu la IFNY, este necesar pentru regresia tumorii.
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Productia de IFN"y de citre limfocitele T sensibilizate, care rispund la IL-12,
este necesara si suficientd pentru completa eradicare a tumorii indusi de IL-12 (18).

Celulele dendritice sunt importante celule prezentatoare de antigen
determinand raspunsul imun sistemic antitumoral.

O linie celularda de HCC denvata de la goareci Balb/c a fost injectata la
soareci singenici in combinatie cu administrarea sistemica a IL-12. Limfocitele de
la acesti soareci aratd activitate citoliticd mai puternica §i produc cantitati mar de
IFNY, fata de limfocitele de la cei tratati numai cu celulele dendritice de soarece
tratate cu lizat de BNL.

Desi imunizarea cu aceste celule nu duce la regresia completa a tumorii, ea
le inhiba semnificativ cresterea tumorald comparativ cu injectarea vehiculanta.

Deci, administrarea IL-12 amplificd efectul terapeutic al imunizirii
celulelor dendritice impotriva HCC de la soarece. Aceasti combinare a IL-12 cu
celulele dendritice poate fi utila pentru supresia cresterii tumorilor reziduale, dupa
terapia primard a HCC uman (19).

IL-12 si IFNo-2b sunt citokine pleiotrope cu activitate in carcinomul
celulelor renale (Renca) si in melanomul uman, ca agenti singulari. Se sugereaza
ca administrarea concurentd poate avea efecte antitumorale sinergice. S-a realizat
administrarea subcutand a IL-12 si IFNa-2b la pacienti cu carcinom al celulelor
renale sau melanom malign metastazic pentru a determina toxicitatea, doza
maxima toleratd, eficacitatea preliminard si efectele asupra expresiei genelor
chemokinelor/citokinelor in celulele mononucleare sangvine periferice.
Toxicitatea limitatd de doza a inclus gradele 3 si 4 de hepatotoxicitate §i
neutropenie/leucopente.

Administrarea concurentd subcutan a IL-12 si IFNa-2b este posibild la
anumite doze. Dozele recomandate pentru trialurile de faza a II-a sunt 500 ng/kg
IL-12 si 1.0 MU/m(2) IFNa-2b. In PBMCs s-a observat inducerea consistenti a
IP-10 si Mig, ca si o inducere variabila a expresiei B7.1, IL-5 si [FNvy (20).

S-a folosit un model himeric de imunodeficientd severa dobanditid
umand/de soarece pentru a demonstra cd, leucocitele periferice sangvine (PBL) de
la un pacient cu cancer pulmonar supresecazi complet cresterea unei tumori
autologe, intr-o maniera dependenta de doza de PBL.

Supresia tumorii reclama prezenta celulelor T CD4+, NK CD56+ si
monocite/macrofage CD14+, dar este complet independenta de CD8+. Celulele
efectoare CD4+ induc indirect uciderea tumorii, deoarece recunoagterea directd a
tumorii §i uciderea ei sunt precedate de absenta moleculelor CMH clasa I si II de
pe celulele tumorale. Supresia tumoni reclamd hIL-12 si hIFNvy produse si
eliberate de celulele T si monocitele pacientilor.

Prin urmmare, limfocitele T umane din sangele pacientilor cu cancer
pulmonar pot orchestra uciderea dependenta de citokine a tumorii autologe CMH
negativa, indirect §i fard codependenta de limfocitele T CD8+.
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Se conclude ca, supresia tumorii umane se face in vivo chiar in absenta
moleculelor CMH de pe celulele tumorale, supresie mediata indirect de citokinele
produse de PBL ale pacientului care, in final, initiaza uciderea tumorii pe calea
catorva mecanisme inca incomplet elucidate (21).

DNA complementar codifica doua subunititi ale IL-12 de la hamster, p35
si p40, care au fost clonate dintr-o bibliotecd cDNA din celulele dendritice de
hamster. Clonarea a demonstrat cd IL-12 de hamster consta dintr-o subunitate p35
cu 216 resturi de aminoacizi §i o subunitate p40 cu 327 aminoacizi. Expresia
genelor IL-12 p35 si p40 in celule medulare cultivate in prezenta mGM-CSF si a
IL-4 a fost suprareglatd in timpul culturii. Analizele prin imunoblotting a celulelor
293 transfectate cu vectori de expresie a p35 si p40, sugereazd prezenta unui
heterodimer p35/p40 constituit prin legéturi covalente.

Supernatantul din celulele 293 transfectate cu ambii vectori de expresie
induce suprareglarea mRNA IFNy in splenocitele de hamster, indicind ca acest
heterodimer p35/p40 al proteinei IL-12 din supernatant este functional.

Se sugereaza ci, vectorii care contin cDNA IL-12 de hamster ar putea fi
utili in dezvoltarea imunoterapiei impotriva unui cancer experimental la un model
de hamster (22).

Mediul conditionat, recuperat din culturi tranzitoriu infectate cu constructe
care codificd subunititile p35 §i p40 ecvine sau un singur lan{ IL-12, amplificd
productia IFN in celulele provenite din ganglionii limfatici ecvini. Preincubarea
preparatelor inductoare de IFNy cu anticorpi monoclonali anti-p40 duce la
sciderea semnificativd a capacititii de inducere a IFN7y. Mediul recuperat din
culturi de celule infectate cu baculovirus care codificd p35 si p40 amplifica
producerea IFN+ si proliferarea celulelor {inta.

Existd o terapie beneficd cu IL-12 in cancer, in bolile inflamatorii si
infectioase, si cu efect adjuvant in profilaxie (23).

Eliminarea nematodului gastrointestinal Trichinella spiralis este asociatd cu
mastocitoza pronuntatd mediatd de un raspuns de tip Th2 care implica IL-4, IL-10 si
IL-13. Cand se administreaza rIL-12 exogen la soareci NIH infectafi cu Trichinella
spiralis se constatd supresia semnificativd a rispunsului mastocitelor intestinale,
eliminarea intarziatd a parazitului, cresterea larvelor in muschi §i scéderea
tranzitorie, dar semnificativd a secretiei citokinelor timpurii Th2. Tratamentul cu
rIL-12 altereazi, de asemenea, expresia chemokinelor in mucoasa jejunului.
Efectele administrarii IL-12 exogen sunt independente de IFN<, asa cum aratid
tratamentul cu IFNy —/-. De asemenea, IL-12 poate juca un rol biologic
semnificativ ca reglator negativ al rispunsului Th2 intestinal §i poate actiona pentru
supravietuirea parazitilor intestinali in vivo, de asemenea, in absenta IFNvy (24).

Celulele dendritice sunt eficiente ca celule prezentatoare de antigen, fiind
astfel candidati ideali pentru imunoterapia cancerului. Cele mature capteaza
eficient antigene din jur §i numai cele mature aprovizioneazi limfocitele T naive.
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Vaccinurile tumorale bazate pe celule dendritice sunt de perspectiva, dar cu
succes limitat prin folosirea celulelor dendritice imature sau incomplet maturizate.
Combinatia TNFa + poly(L:C) sau amestecul TNFa + IL-18 + IL-6 + prosta-
glandina E2 induc activarea completd a intregii populatii de celule dendritice.
Astfel, maturarea celulelor dendritice de catre TNFa + poly(L:C) poate fi eficienta
fatd de un raspuns Thl (25).

S-au construit proteine de fuziune a IL-12 si TNFa cu L19, un fragment de
anticorp specific pentru extradomeniul B al fibronectinei, care s-a ardtat ca
actioneazad asupra tumorilor in modele animale gi la pacientii cu cancer. Aceste
fuziuni au o putemnicd activitate antitumorald in citeva modele murine
imunocompetente de cancer, dar nu conduc la remisiunea completi a tumorilor
agresive stabilizate. Combinatia IL-12-L19 si L19-TNFa are puternica activitate
sinergica anticanceroasd, ducand la eradicarea teratocarcinoamelor F9 grefate la
soareci imunocompetenti. Cand soarecii vindecati au fost inoculati din nou cu
celule tumorale, se observa o intarziere a cregsterii tumorale, indicand inducerea
unui efect partial de vaccinare antitumorala. Administrarea tintita a citokinelor in
mediul tumoral initiaza activitatea lor antitumoral3, iar tratamentul combinat cu
IL-12-L19 si L19-TNFa pare sa actioneze sinergic in vivo (26).

Monocit-macrofagele activate pot fi asociate cu activitatea antitumorala,
iar activarea acestor celule de citre anumite citokine, in principal IFNy, poate fi
indicatd de modificéri ale concentratiilor neopterinei, nitratului sau triptofanului.
A fost recoltat lichid peritoneal de la pacienti cu neoplazie intra-abdominala care
au trecut printr-un tratament saptimanal de administrare intraperitoneala a 1L.-12
recombinant (rhIL-12), un inductor al IFN7y. Concentratiile de neopterin, nitrat,
triptofan, IFNvy si TNFa au fost determinate in perioade diferite in primele 48 de
ore la 11 pacienti care au pnmit rhIL-12 intraperitoneal in doze care merg de la
100 la 1.500 ng/kg. A fost observati o crestere a concentratiei nitratului in lichidul
peritoneal la 9 pacienti. Concentratii crescute de TNFa si IFNvy au fost detectate 1a
3 din 9 §i, respectiv, 8 din 11 pacienti. Concentratii crescute de neopterin au fost
observate la 24 de ore dupi injectare, la toti pacientii. O crestere semnificativa a
nivelului neopterinului a putut fi detectatd in lichidul ascitic la una sau doud
siaptamani de la tratament, ceea ce este in concordantd cu activarea monocit-
macrofagelor. In schimb, concentratia triptofanului a scizut la una sau doui
saptamani de tratament. Existd o corelatie semnificativa intre doza de rhlL-12
si concentratiile posttratament de neopterin. Administrarea inraperitoneald de
rhIL-12 pare si fie asociata cu o crestere imediatd, sustinutad si dependentd de doza
a neopterinei din lichidul peritoneal, insotitd de cresterea nitratului §i scaderea
concentratiilor de triptofan (27).

Dupai captarea antigenelor de catre celulele dendritice sunt necesare si alte
semnale de maturare. TNFa matureaza din punct de vedere fenotipic celulele
dendritice, dar este necesar tratament suplimentar cu IFNy pentru a se atinge
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maturarea functionald, producerea de cantititi semnificative de IL-12. Deoarece
producerea de IL-12 de catre celulele dendritice creste in primele 24 de ore de la
maturare §i scade la 48 de ore, temporizarea adecvata a tratamentului cu celule
dendritice ex-vivo este esentiald pentru generarea de celule dendritice mature din
punct de vedere functional incédrcate cu antigene. Se sugereazi cd, dupa ce se
permite timp de 4 h preluarea lizatului tumoral de citre celulele dendritice
imature, tratamentul ulterior cu TNFa si [FNy timp de 24 de ore furnizeaza
conditiile optime pentru obtinerea de celule dendritice functionale.

P
IL-12 §i NK in terapia cancerului

IL-12, citokind proinflamatorie cu puternice efecte antitumorale, produce
regresia neuroblastomului in urma vaccindrii soarecilor cu celule dendritice
transduse cu aceasta. Degi regresia tumorii s-a asociat cu infiltrarea masiva cu
celule T, rolul exact al limfocitelor T este necunoscut. 12 soareci au fost inoculati
subcutan cu 1 x 10° celule de neuroblastom murin (TBJ). Anticorpi anti-CD4
(limfocite T helper), anti-CD8 (limfocite T citotoxice) sau antisialo-GM1 (celule
NK) au fost injectafi intravenos la intervale de 3 zile pentru a elimina diverse
celule imune efectoare. Soarecii din fiecare grup si martorii au fost injectati
intratumoral in ziua a 7-a cu 1 x 10° celule dendritice transduse cu IL-12.
Tumorile au fost analizate morfometric si imunohistochimic la 21 de zile.
Depletia CD4 nu are nici un efect asupra cresterii tumorii, nici la martori, nici la
animalele vaccinate cu IL-12. In schimb, animalele cu depletia CD8 tratate cu
aceste celule au parcurs inifial o regresie urmatd de o crestere progresivd a
tumorii. Aceste tumori au fost mai mici ca mirime la acelagi moment de timp.
Depletia celulelor NK (antisialo-GM1) a eliminat complet efectele antitumorale
ale celulelor dendritice transduse cu IL-12, conducand la cresterea progresiva a
tumorii, atat la martori cat §i la animalele tratate. Celulele NK sunt esentiale
pentru rispunsul antitumoral initial al animalelor tratate astfel. Celulele T CD8+
par sa fie celule efectorii necesare pentru rejectia completd a tumorii §i, probabil,
pentru memorie. Celulele NK sunt responsabile pentru raspunsul imun timpuriu.
In plus, celulele CD4+ (T helper) nu joaca nici un rol in regresia indusa de IL-12.
Aceste rezultate aratd ci, pentru ca celulele dendritice sd genereze un rdspuns
antitumoral eficient impotriva neuroblastomului, sunt necesare atat celulele
imunitatii dobandite cat gi ale imunititii innascute (29).

NK pot liza o varietate de celule tumorale prin exocitoza perforinei,
legarea ulterioard a acesteia la membrana celulei tintd i formarea de pori litici.
Unele celule tumorale sunt, totugi, rezistente la citotoxicitatea celularid. Folosind
liniile de celule tumorale rezistente la NK, ML-2, MONOMAC-1, RPMI si
L540Cy, s-a demonstrat ca activarea celulelor NK cu IL-2 si IL-12 duce la liza
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semnificativa a acestor celule tumorale. S-au izolat granulele citotoxice din celule
NK neactivate si activate de 1L-2/IL-12 si a fost comparatd uciderea celulelor
leucemice K562 (sensibile la liza mediatéd de celulele NK) si a celulelor leucemice
ML-2 (rezistente la liza mediatd de celulele NK). Spre deosebire de celulele
K562, care au fost ucise cu usurintd de granulele celulelor NK, celulele ML-2 au
fost rezistente la granulele din celulele NK neactivate. Totusi, granulele din
celulele NK activate cu IL-2 §i IL-12 au fost capabile sd induci liza semnificativa
a celulelor tumorale. Uciderea celulelor K562 si ML-2 de catre granule din
celulele NK activate a fost complet blocatd de anticorpi anti-perforind, indicandu-
se astfel ca, perforina este importantd pentru liza indusd de granulele NK.
Comparand granulele din celulele NK activate §i neactivate de IL-2/IL-12,
cresterea mortii celulelor ML-2 a fost cauzata de o legare imbunitititd a perforinei
la membrana celulelor tinta. Analizele functionale, totusi, au indicat c4,
diferentele in ceea ce priveste legarea perforinei nu au fost rezultatul unei
productii amplificate de perforinda de cidtre celulele NK activate. Activarea
celulelor NK conduce la cregterea legarii perforinei si la liza ulterioard a celulelor
tumorale (30).

Imunoterapia combinatd cu ciclofosfamidd si IL-12, dar nu cu IL-12
singurd, stimuleazd eradicarea multor tumori solide mani (20 mm) cum este i
sarcomul murin MCA207 indus de metilcolantren. Celulele NK1.1(+) si celulele
T NK dependente de CD1d joaca roluri distincte in regresia tumorilor mari, ca
raspuns la ciclofosfamide §i IL-12. A fost definit un nou subset celular NK
crescut selectiv prin acest tratament. Soarecii cu depletie a celulelor NK1.1(+)
demonstreaza o crestere initiald mai rapida a tumorii, regresie turnorala prelungita
dupa tratament, iar tumorile au fost eventual eradicate. In schimb, nu apare
regresia tumorilor dupa terapia cu ciclofosfamide §i IL-12 la soarecii CD1d (—/-),
cu depletie a celulelor NK1.1(+). Ciclofosfamida i IL-12 induc la soareci
cresterea selectiva in ficat si splind a limfocitelor dintr-o subpopulatie T NK unica
(DX5(+)NK1.1(-)CD3(+)). Aceste celule nu au fost induse de tratamentul aplicat
la soarecii CD1d (-/-). Deci, celulele NK si NKT contribuie la tratamentul
antitumoral stimulat de ciclofosfamida si IL-12. Inductia selectiva a unui subset
de celule NK T de citre terapia cu ciclofosfamida gi IL-12 nu se observa atunci
cand se aplica tratament numai cu IL-12, sugerandu-se ci ciclofosfamida si IL-12
pot contribui la activarea cu succes a raspunsului antitumoral indus de acest regim
terapeutic (31).

IL-12 activeazd raspunsul imun dependent de celulele T, putidnd eradica
tumori mai stabilizate in modele tumorale imunogenice. Mecanismul efector al
rejectiei induse de IL-12 a tumorilor stabilizate MCA207 este unic, deoarece nu
depinde de perforina, de Fas/Fas ligand si nici de oxidul de azot. Studiul rejectiei
tumorale ascitice Sal indusa de ciclofosfamida + IL-12, arata cd macrofagele sunt
celulele imune predominante din infiltratul ascitic, celule care poseda activitate

23

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



tumoricidi nespecifica in vivo, deoarece celulele tumorale MCA207 inoculate i.p,
dar nu s.c., la soareci purtitori de tumori ascitice regresante Sal, dupa tratamentul
cu ciclofosfamidi + IL-12, sunt rejectate. In plus, celulele ascitice Sal tratate cu
ciclofosfamida + IL-12 sau macrofagele, dar nu macrofagele splenice de la aceiasi
soareci sau macrofagele inflamatorii induse de tioglicolat, sunt capabile si
supreseze dezvoltarea tumorilor s.c. irelevante din punct de vedere imun. Aceste
macrofage ucid diverse celule tumorale in vitro, iar citotoxicitatea este pastrata si
dupa fixarea cu formaldehida. Rezultatele demonstreaza ci macrofagele activate
functioneaza ca celule efectorii in eradicarea indusd de IL-12 si dependentd de
celulele T a tumorilor stabilizate printr-un mecanism nou, dependent de contact,
rezistent la fixarea cu formaldehida si care induce apoptoza (32).

Functia citotoxicd a celulelor NK umane este modulata de o varietate de
citokine ca IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, ca si IFN¥, care sunt stimulatori puternici ai
citotoxicitdtii celulelor NK. Butiltinele sunt folosite intr-o varietate de produse de
consum §i aplicatii industriale. Dibutiltin se giseste in produsele plastice,
bauturile depozitate in recipiente din PVC in timpul prelucrani si in produsele
obtinute de la pasidrile de curte. Capacitatea celulelor NK de a ucide celulele
tumorale este foarte mult diminuatd dupd o expunere de o ori la dibutiltin,
inhibitie ce continui chiar §i dupa indepirtarea compusului §i poate dura zile. Dar
functia citotoxicd a NK se restabileste cind n mediu se introduc IL-2, IL-12 sau
combinatia IL-2 + IL-12. IL-15, IL-18 si IFN7y nu au capacitatea de a creste
citotoxicitatea celulelor NK expuse la dibutiltin (33).

Rituximab este un anticorp monoclonal himeric murin/uman care cupleaza
CD20 de pe limfocitele B. Desi legarea domeniului Fab poate induce apoptoza,
domeniul Fc activeazd functiile imune efectorii pentru a media liza celulelor.
IL-12 faciliteazd rispunsul T-celular citolitic, amplificd activitatea liticd a
celulelor NK si induce secrefia IFN7y de citre celulele T si NK. Se considerd ci
IL-12 combinat cu rituximab ar creste liza celulard mediata imun indusi de acest
anticorp. Studiul acesta s-a desfisurat pe 43 de pacienti adulti cu limfom al
celulelor B cirora li s-a administrat i.v. 4 sdptdmani acest anticorp, iar IL-12 s.c.
de doud or pe siptimand. Se constatd o crestere de peste 20 de ori a nivelului
seric al IFNvy st de 2.5-5 ori a nivelului proteinei inductibile 10 (IP-10) - la doza
de 100 mg/kg sau mai mare de IL-12. Se sugereaza ci IL-12 si rituximab este o
combinatie activa pentru limfomul non-Hodgkin cu celule B (34).

Transferul genei IL-12 in hepatocite folosind un vector adenoviral
recombinant (AdIL-12) protejeazd impotriva tumorilor hepatice primare §i
metastazice la soarece. Se crede cid depletia NK poate deforma modelul
experimental §i poate afecta mecanismul antitumoral prin alterarea amplitudinii §i
duratei expresiei transgenei. Se demonstreazad ca la goareci tratati cu AdIL-12,
depletia NK creste nivelurile serice ale IL-12 de peste 250 de ori si prelungeste
expresia transgenicd cu aproape doud sdptamani, comparativ cu soarecii fara
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depletie. Celulele NK izolate de la animalele tratate sunt marcat activate in ceea
ce priveste activitatea lor litica si secretia IFNvy. Transferul adaptiv al celulelor
NK de la soareci care au fost tratati cu AdIL-12 la goareci naivi este suficient
pentru a conferi protectie impotriva metastazelor hepatice colorectale, protectie
mediata partial de producerea de IFNvy de citre NK. Se demonstreaza ca, depletia
NK distorsioneazd modelul administrarii sistemice de AdIL-12 prin alterarea
marcatd a expresiei transgenei, care apoi poate amplifica alte mecanisme
antitumorale §i cd, supraexprimarea IL-12 endogen activeazi celulele NK,
facandu-le eficiente pentru a proteja impotriva metastazelor hepatice (35).

Mecanisme de procesare a celulelor tumorale prin IL-12

IL-12 endogen este necesar pentru rezistenta la multi factori patogeni si la
tumon transplantabile si induse chimic. Ea utilizeazd mecanismele efectorii, atat
ale rezistentei inniscute, cat §i ale imunitatii adaptative, pentru a media rezisten{a
anti-tumorald. IFNvy si o cascadd de alte citokine proinflamatonii secundare §i
terfiare induse de IL-12 au un efect toxic direct asupra celulelor tumorale sau pot
activa puternice mecanisme anti-angiogenice. Activitatea stimulatorie a IL-12
asupra imunitidtii antigen-specifice constd, in principal, in capacitatea ei de a
determina sau amplifica rispunsul Thl si al limfocitelor T citotoxice, capacitate
care 1i conferd o activitate adjuvanta puternica in cancer. Totusi, toxicitatea clinicd
excesivi gi raspunsul clinic modest observat in trialurile clinice aratd necesitatea
elaboridni unor protocoale care sid-i minimizeze toxicitatea, fard sa-1 afecteze
efectul antitumoral (36).

IL-12 poate actiona ca un puternic adjuvant pentru vaccinurile cu celule T,
dar utilizarea sa clinica este limitata de toxicitate. Administrarea paracrinad a IL-12
ar putea amplifica semnificativ rispunsul la astfel de vaccinuri fard toxicitate
asociatid cu administrare sistemicd. A fost dezvoltat un nou sistem de administrare
a vaccinurilor (numit F2 gel matrix) alcatuit din poli-N-acetilglucozamina care are
proprietdtile duale ale unui sistem de administrare sustinutd, ca si de puternic
adjuvant. Pentru a testa eficacitatea IL-12 paracrind, a fost incorporatd aceasta
citokind in F2 gel matrix i a fost monitorizat raspunsul celulelor T OT-1 intr-un
model de transfer adoptiv. Soarecii au fost vaccinati cu F2 gel/SIINFEKL, F2 gel/
SIINFEKL/IL-12 (IL-12 paracrin) sau F2 gel/SIINFEKL plus IL-12 sistemica.
Nivelurile sistemice ale IL-12 au fost mai scdzute la goarecii tratati cu IL-12
paracrind, sugerand ca administrarea paracrind a ei poate fi asociatd cu toxicitate
redusa. Totusi, administrarea paracrind a IL-12 a fost asociatd cu un riaspuns T
celular proliferativ functional §i amplificat antigen-specific. in plus, IL-12
paracrind initiaza generarea unei populatii stabile, functionale de celule T de
memorie §i se asociazd cu protectia fata de provocarea tumorald. Pentru a studia

25

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



mecanismele care stau la baza raspunsului amplificat, au fost folositi soareci de
tip salbatic §i deficitari in gend. Raspunsul imun amplificat a fost semnificativ
redus la soarecii IFNy (—/-) si IL-12RB2 (—/-), sugerand ci rolul IL-12 este
mediat, cel putin partial, de celulele gazdei. Rezultatele sustin potetialul F2 gel
matrix ca sistem de administrare a vaccinului §i sugereaza ca eliberarea paracrind
a IL-12 are potentiala aplicare clinica (37).

In ideea determinirii sigurantei, a dozei maxime tolerate si a efectelor
biologice ale IL-12 uman recombinant dupa transplantul celulelor stem autologe
in cancer, 8 pacienti cu limfom non-Hodgkin, 2 cu boala Hodgkin §i 2 cu mielom
al celulelor plasmatice au inceput terapia cu IL-12 la 66 de zile dupa transplant.
IL-12 uman recombinant a fost administrat i.v. in doze de 30, 100 sau 250 ng/kg.
Efectele locale obignuite au fost febra, frisoanele, oboseala, greata sau voma si
cresterea asimptomaticd a functiilor hepatice exprimate seric. Obignuite au fost i
neutropenia tranzitorie §i trombocitopenia, dar nici un pacient nu a necesitat
transfuzie plachetard i nici nu au avut febra neutropenici. Efectele biologice au
inclus cresterea nivelurilor serice de IFNv si limfopenie tranzitorie care implicad
celulele T CD4, celulele T CD8, celulele B si celulele NK si au aparut la toate
cele trei doze. Deci, dozele active biologic ale IL-12 pot fi administrate in
sigurantd pacientilor dupa transplantul celulelor stem autologe pentru malignitéti
hematologice de mare risc (38).

Tratamentul cu IL-12 in modelele tumorale CSA1M si OV-HM, dar nu si in
modelul tumoral Meth A, induce regresia tumorilor care se asociazd cu migrarea
celulelor T la locul tumorii. Se cerceteazi rolul receptorului chemokinic CC 5
(CCRS5) in migrarea celulelor T indusd dupa tratamentul cu IL-12. in cele doui
modele tumorale responsive la IL-12 (CSAIM si OV-HM), tratamentul cu IL-12
stimuleaz3 expresia mRNA pentru CCRS in celulele T splenice ca §i pentru liganzii
CCRS, ca proteina inflamatorie macrofagici (MIP) la si MIP-18 in masele
tumorale. in schimb, expresia CCRS in splini si MIP-1o/MIP-18 in masele
tumorale este indusi slab, inainte §i dupa tratamentul cu IL-12 in modelul Meth A,
in care nu este observata migrarea celulelor T. Masele tumorale infiltrate cu celule
T ale celor doud modele tumorale responsive la IL-12 exprimd CCRS.
Administrarea unui antagonist sintetic al CCRS, TAK-779, soarecilor purtitori de
tumori in timpul imunoterapiei cu IL-12, impiedicd migrarea celulelor T §i regresia
tumorali. In plus, s-a gasit ca anticorpul anti-CCRS inhibi migrarea celulelor T.
Desi celulele T splenice preparate din CSAIM tratate cu IL-12 sau de la soareci
purtitori de OV-HM migreazi in masele tumorale corespunzitoare de la soarecii
tratati, migrarea este inhibatd cand celulele T donoare sunt tratate cu anticorpi
anti-CCRS5 finainte de injectie. Aceste rezultate indicd un rol critic pentru CCRS in
inducerea migrani celulelor T la locurile tumorale dupa tratamentul cu IL-12 (39).

S-a obtinut o linie celulara canind de hemangiosarcom derivata din celulele
endoteliale maligne ce alcatuiesc o tumora spontani la caine pentru a se obtine o
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sursd de celule endoteliale in studierea angiogenezei in malignitafi. Linia celulara
SB-HSA a fost derivatéd din xenogrefe. Celulele SB-HSA exprimd VEGFRI1 g1 2,
CD31, CD146 si integrina av(33 si produc cétiva factori de crestere si citokine,
printre care VEGF, bFGF si IL-8 ce sunt stimulatorii pentru cresterea celulelor
endoteliale. In vivo, celulele SB-HSA stimuleazid puternice raspunsuri
angiogenice la soareci §i formeaza mase tumorale compuse din structuri vasculare
aberante la soareci imunocompromigi, fumizdnd noi oportunitdti pentru
investigarea eficientei agentilor antiangiogenici. Folosind acest model, se
determina ca IL-12, o citokind cu efecte imunostimulatonii §i antiangiogenice,
supreseaza angiogeneza gi cresterea tumorald a celulelor SB-HSA (40).

IL-12 este un activator major al celulelor NK si al limfocitelor T citotoxice.
IFNY mediazd majoritatea activitatilor imunologice ale IL-12. rIL-12 restricteaza
cresterea tumorilor si a metastazelor lor in carcinomul mamar murin 4T1. Soarecii
deficienti in IFNy cu tumori 4T1 nu aratd defecte mari in privinta numarului
limfocitelor care infiltreaza tumorile, dar au angiogeneza intratumorald exagerata.
IL-12 poate determina constrictia vaselor in tumori in absenta IFN7y, avand
eficacitate terapeutica chiar cand este aplicatd tarziu in timpul progresiei tumorii.
Analiza expresiei globale a genei tumorilor primare relevd modele moleculare i
schimbiri induse de IL-12 care implica un numar de noi gene potential importante
pentru rispunsul imun impotriva tumorii, independent de IFNv, pentru activitatile
antiproliferative mediate de IL-12, antimetastazice §i antiangtogenice (41).

Factorul reglator 1 al IFN (IRF-1) este o moleculd efectorie criticd in
semnalizarea IFN si actioneaza ca supresor tumoral §i ca gend de susceptibilitate
tumorald. IL-12 este un factor cheie in inductia rezistentei §i generirii mostenite a
celulelor Thl si a limfocitelor T citotoxice. Existd o intimi relatie intre IRF-1 si
IL-12 1n sensul cad IRF-1 regleaza producerea IL-12 prin activarea transcriptionald
a genei IL-12 p35 controlata selectiv. Soarecii deficitari in IRF-1 sunt foarte
susceptibili la limfoamele T induse de compsul N-metil-N-nitrozuree. Aceasti
susceptibilitate este asociatd cu defecte marcate ale expresiei IL-12, limfotoxina
(LT) B si IFNy. Prin urmare, goarecii IL-12 p35 (-/-), IFNy (-/-) si LTB (-/-)
sunt, de asemenea, foarte vulnerabili la carcinogeneza indusd de acest compus.
Administrarea rIL-12 la soarecii IRF-1 (—/-) reface expresia normald a LTS si
IFN7y, si amplifica semnificativ capacitatea soarecilor IRF-1 (—/~) de a rezista
patogenezei induse de compus. Se subliniazd rolul IRF-1 in apararea gazdet
impotriva malignititilor limfoproliferative (42).

IL-12 are puternice activitdti antitumorale pe calea celulelor NK si
limfocitelor T citotoxice. Se analizeaza expresia genica intr-un model de carcinom
mamar murin primar care este asemdanitor cu cancerul mamar uman, dupa
aplicarea terapeutica a rIL-12, care restricteaza cresterea tumorald i metastazarea.
IL-12 este capabila s3 opreasca neovascularizatia in tumord gi sd creascd numarul
limfocitelor infiltrate in aceasta. Examinarea ampld a expresiei genice releva
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modificari moleculare induse de IL-12 asociate cu regresia tumorii §i reducerea
metastazelor pulmonare, astfel furnizand un rispuns al gazdei, de inaltd rezolutie,
impotriva malignitatilor in dezvoltare §i o bogata sursa de potentiale tinte pentru
interventia terapeutica in cancerul mamar (43).

S-a examinat capacitatea IL-12 recombinantd murind (rmlIL-12) de a
inhiba vasculatura gi cresterea carcinoamelor mamare care apar in situ la soareci
femele C3H/HeN infectate cu MMTYV. Desi este un puternic antiangiogenic i
agent antitumoral in multe modele tumorale murine transplantate, rmIL-12 nu
inhibd vascularizarea, nu reduce perfuzia §i nici nu altereaza cresterea acestor
carcinoame autohtone. Factorii intrinseci ai acestor celule tumorale nu pot fi
responsabili pentru esecul terapiei, deoarece celulele primare derivate din aceste
carcinoame raspund eficient la IFNy si rmIL-12 impotriva tumorilor transplantate
care iau nastere din celulele Mm5MT, o linie stabilitd dintr-un carcinom mamar
indus de MMTYV la goareci C3H. Factorii intrinseci ai soarecilor care gizduiesc
carcinoamele mamare autohtone nu sunt responsabili pentru esec, deoarece
produc efectele antitumorale si antiangiogenice ale rmIL-12 impotriva tumorilor
de melanom murin transplantat, K1735. In schimb, pot fi responsabile natura
autohtond a carcinoamelor mamare §i prezenta unui procent crescut de vase
mature, acoperite cu pericite, care sunt rezistente la regresia terapeuticd. Dovada
in acest sens este observatia cd, tumorile Mm5SMT transplantate au o proportie
mai scazutd de vase acoperite cu pericite §i rispund la terapia cu rmlIL-12. Aceste
rezultate arati diferentele semnificative dintre vasculatura tumorilor murine
transplantate §i cele autohtone si indica faptul céd susceptibilitatea lor la terapia
anttvasculari poate si difere in mod substantial (44).

La 32 de pacienti cu limfom cutanat cu celule T, tratamentul cu IL-12
umand recombinanti (rhIL-12) relevd o rati generald de rispuns de 50%. Biopsia
leziunilor care au suferit regresie arati o crestere a numdrului celulelor CD8+ si/sau
a celulelor TIA-1 + T. Aceste rezultate sugereaza ci rhIL-12 poate induce regresia
leziunilor prin cresterea raspunsurilor antitumorale ale celulelor T citotoxice (45).

[L-12 are capacitatea de a activa limfocitele citotoxice, de a stimula
celulele NK, de a induce producerea de IFNy si de a actiona sinergic cu IL-2.
Dupi o lun3 de la transplantul s.c. al melanomului, soarecii au fost tratafi 4
saptdmani cu rmIL-12, in doze diferite (de la 0.05 la 50 pg/kg). La 15 ug/kg se
constata inhibitia tumorilor primare la 40% dintre soareci, iar diametrul tumorilor
este semnificativ mai mic, comparativ cu controlul, ca de altfel si la cei tratati cu
0.5, 2.5 si 50 pug/kg. Cele mai bune rezultate au fost obtinute la tratamentul cu
rIL-12 murin de 15 pug/kg (46).

IL-12 posedd o puternica activitate antitumorald si administrarea sa
sistemicd are efecte clare antitumorale in modelele cu metastaze hepatice.
Administrarea locala intracutand a rIL-12 a confimmat efectul antitumoral asupra
tumorilor MC-38. In modelul murin de metastaza hepatici, 1 x 10° celule MC-38
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au fost injectate in vena porta in ziua 0, iar splina a fost transpozitionata subcutan
pentru administrarea rIL-12 continuu in sistemul portal. De asemenea, s-au
injectat intrasplenic sau intraperitoneal 0.1 pg rIL-12 la grupul martor. Greutatea
ficatului la grupul tratat intraperitoneal cu rIL-12 era semnificativ mai scizuta
decit la martori. Regresia completd a tumorii a fost observatd la 1 din 6 soareci
tratati intrasplenic. Efectul antitumoral al rIL-12 asupra metastazelor hepatice
MC-38 nu se observa la soarecii lipsiti de IFNvy. Administrarea intraportala a
IL-12 transdusd in fibroblaste singenice la gsoareci C57BL/6 are un efect
antitumoral in modelul cu metastaze hepatice. Se sugereaza ci, administrarea
locald a IL-12 prin sistemul port ar putea fi o strategie utila pentru tratamentul
metastazelor hepatice (47).

IL-12 incorporat in hidrogel biodegradabil s-a introdus in organismul
soarecilor C57BC/6N cu carcinom transplantat de colon, permitandu-se eliberarea
sa graduala. Pentru martor, IL-12 a fost administrata prin doud injectii subcutane
la un interval de 6 zile. Cresterea tumorilor a fost evaluata in termenii volumului.
La 500 ng/animal, volumul tumorii a scazut dupa 9 si 12 zile de la administrare.
Efectul IL-12 s-a dovedit mai puternic la cei tratati cu hidrogel decit la cei tratati
s.c. S-a stabilit ca citokina nu afecteazd organele viscerale, iar parametrii serici
referiton la ficat, inima §i rinichi nu au fost afectati de tratament. IL-12 este
eficientd in supresia cresterii carcinomului de colon §i administrarea acestui agent
prin hidrogel biodegradabil este, de asemenea, eficientd 1n tratamentul
carcinomului (48).

IL-12 a fost injectatd peritumoral la soareci Balb/c masculi RL1 purtiton
de tumon, in diferite stadii ale acestora. Inhibifia acutd a metastazei hepatice, atat
la soarecii atimici cat gi la cei eutimici, a fost indusa de IL-12 in fiecare stadiu al
evolutiei tumorii. Din contrd, IL-12 nu are efecte antitumorale la cei atimici lipsiti
de celulele T conventionale. Se sugereazd cd efectul antitumoral al ei este
principalmente mediat de celulele T iar cel antimetastazic este mediat numai de
NK si/sau NKT. Proliferarea indusd de IL-12 este remarcabil de mare in stadiul
timpuriu si apoi scade dramatic in stadiul avansat, pe cand activitatea citotoxica
indusd de IL-12 si mediatda de NK si NKT nu este atenuatd nici in stadiile
avansate. Disocierea responsabilititii IL-12 este un motiv pentru efectul
remarcabil antimetastazic, dar insuficient antitumoral al ei in stadiile avansate.
Studiul indica folosirea clinica a IL-12 in imunoterapia anti-metastazelor hepatice
oculte sau evidente (49).

Terapia combinatd (IL-12 cu alte molecule)

IL-12 ancorat la un glicolipid (GPI-IL-12) induce proliferarea celulelor T
activate de concanavalina A si secretia [FN7y de citre celulele T activate i
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alogenice, indicdnd ca citokina exprimati de membrana poate stimula celulele T.
GPI-IL-12 exprimat pe membrana celulelor tumorale impedica cresterea tumorilor
la soareci in modelul inalt tumorigenic de mastocitom murin. Se sugereaza ca
GPI-IL-12 exprimatid la suprafata celulei poate fi eficientd in inducerea
raspunsului imun antitumoral. Citokinele ancorate la GPI exprimate pe suprafata
celulelor tumorale pot constitui un nou sistem de folosire a acestora pentru
imunizarea locald in timpul vaccindrii anticanceroase. Citokinele ancorate la GPI
purificate pot fi folosite pentru modificarea rapidd a membranelor tumorale prin
metode de transfer proteic pentru a exprima citokinele dorite pentru prepararea
vaccinului (50).

IL-12 poseda o puternicd activitate imunocostimulatoare si proprietiti
antiangiogenice. Aplicarea ei clinici este limitatd din cauza efectelor adverse de la
locul injectdrii. O proteind de fuziune alcétuita din IL-12 fuzionati cu un fragment
de anticorp uman specific domeniului ED-B oncofetal al fibronectinei, amplifica
marcat activitatea antitumorald a acestei citokine, fapt demonstrat intr-un model
de metastazd pulmonarid la soarece §i in doud modele de soareci purtitori de
diferite tumori murine agresive. Masele tumorale mici reziduale observate la
soarecii tratati au fost infiltrate cu limfocite, macrofage si celule NK si au avut
nivel crescut de IFNY. Aceste rezultate au relevanta terapeuticd deoarece domeniul
ED-B al fibronectinei, un marker natural al angiogenezei, identic la soarece i la
om, este exprimat in majoritatea tumorilor solide agresive, dar nu este detectabil
in vasele normale i tesuturi (51).

Activarea constitutivd a kinazelor Janus (JAKs) si a transductorilor si
activatorilor de semnal (STAT) are loc cu mare frecventd in diverse malignititi
hematopoietice §i tumori solide. S-a demonstrat ca inhibitorul tirozinkinazic,
AG-490, blocheaza selectiv activitatea JAK si elimind complet celulele leucemice
intr-un model murin SCID. Deoarece multe citokine, inclusiv IL-12, s-a aratat ci
semnalizeazi pe cdile JAK/STAT, AG-490 poate inhiba terapia anticanceroasi pe
bazd de citokine. In vivo, administrarea acestor inhibitori determind apoptoza
tumorala, dar nu inhibd activitatea macrofagelor mediati de IL-12 si nici
productia de IFNy de citre limfocite.

Terapia combinatd cu AG-490 si IL-12 induce efecte antitumorale mai
marcate decat administrarea fiecareia in parte, intr-un model tumoral murin de
mielom. Se sugereazi ci, inhibitorii JAK/STAT folosesc viitoarelor investigatii
pentru terapia cu IL-12 in tratarea cancerelor umane cu activitate crescutd
JAK/STAT (52).

IL-12 este considerati una din cele mai importante citokine anti-
canceroase. Substante derivate din Bazidiomicete, precum compusul activ corelat
cu hexoza (AHCC) si PSK induc producerea IL-12. S-a examinat dependenta de
CMH a producernii IL-12, indusid de diverse extracte micelare, PSK, AHCC si
IL-X. Au fost observate in timpul dezvoltarii tumorii niveluri mai mari ale IL-12
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seric la soarecii H-2a §i H-2b, comparativ cu soarecii H-2d. Administrarea AHCC
amplifica nivelul seric al IL-12la goarecii H-2b, dar nu si la soarecii H-2d, in timp
ce administrarea PSK creste nivelul seric al IL-12 la soarecii H-2d si nu la goarecii
H-2b. IL-X, componente derivate din acelagi miceliu, amplifica, de asemenea,
nivelul seric al IL-12 la soarecii H-2b in stadiul timpuriu al tumorii, asemenea lui
AHCC, si mentine acest nivel mai ridicat decdt valoarea normala ce insoteste
cresterea tumorii, pe cdnd AHCC nu restaureaza nivelul seric mai scizut ce
insoteste cresterea tumorii.

Deci, AHCC sau IL-X sunt eficiente la pacientii cu cancer Th1-dominant
din punct de vedere genetic, in timp ce PSK este eficient la pacientii cu cancer
Th2-dominant din punct de vedere genetic. Folosirea de variate combinatii ale
extractelor miceliene poate fi eficientd pentru inducerea IL-12 endogen la cei cu
cancere in toate stadiile, ceea ce este important intr-o terapie anticanceroasa care
este relativ lipsita de reactii adverse (53).

Imunoterapia cancerului bazatd pe ciclofosfamida si IL-12 poate fi foarte
eficienti cand celulele T sunt inalt sensibilizate de tumor, ceea ce constituie
factorul esential pentru terapie. In modelele experimentale se produce eradicarea
completd a tumorilor subcutane, a metastazelor pulmonare §i a tumorilor ascitice
avansate. Totusi, aceastd combinatie nu induce regresia altor tipuri tumorale. Cele
care rispund la acest tratament sunt imunogenice prin faptul cd rdspunsul imun
antitumoral este detectabil la gazdele purtitoare de tumor, dupd stabilizarea
tumorii. Din contrd, nici o tumora neimunogenica nu raspunde la tratamentele cu
IL-12 si ciclofosfamida+IL-12. Prezenta celulelor T sensibilizate de tumora, dar
nu naive, este esentiald pentru rejectia tumoni de cétre IL-12 si ciclofosfamida +
IL-12. Transferul acestor celule T trebuie s3 aibd loc inainte, si nu dupd
tratamentul cu IL-12, pentru a avea loc rejectia tumorii. La soareci purtitori de
tumori imunogenice, prezenta celulelor T preexistente, sensibilizate de tumori,
este demonstratd in experimentele de transfer celular folosind celule T splenice de
la acesti goareci. Deci, imunoterapia canceroasi bazata pe ciclofosfamida + IL-12
poate fi foarte eficientd §i celulele T preexistente sensibilizate de tumori sunt
esentiale pentru succesul terapiei (54).

Bleomicina singurd sau gena IL-12 singurd supreseaza semnificativ
melanoamele subcutane, dar combinate sunt §i mai eficiente. 37% din goarecii
care au primit combinatia arati remisie completdi a tumorilor prestabilite i
ulterioara provocare cu celule tumorale a dus la rejectia acestora. Metastaze focale
in plamani s-au observat dupd inocularea i.v. a celulelor melanomului, dar acestea
erau mai reduse, iar supravietuirea era mai indelungata la tratamentul combinat.
Activitdtile NK si citolitice ale limfocitelor T citotoxice au fost marcat crescute la
soareci care au primit terapie chimio-genicd, in timp ce terapia numai cu gena
IL-12 a crescut numai partial citotoxicitatea NK. Se sugereaza cd, administrarea
genei IL-12 cu bleomicind elimind in mod sinergic raspunsurile imune inndscute
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si adaptative anti-melanom, ducand la supresia marcata a tumorilor tratate, ca i la
regresia leziunilor metastazice (55).

Se crede ca, IL-12 amplificd actiunile antitumorale ale anticorpului
monoclonal (transtuzumab) anti-receptorul — 2 al factorului de crestere epidermal
uman (HER-2). Pacienti cu malignitdti metastazice HER-2 pozitive au primit in
ziua 1 a fiecarui ciclu siptimanal, transtuzumab. Incepand din a treia siptimani
pacientii au fost injectati intravenos cu IL-12 in zilele 2 si 5. IL-12 a indus greata
de gradul 1 51 oboseald de gradul 2. Doza de 300 ng/kg a fost maximum tolerata.

Se declangeazd o sustinutad productie de IFN7y de citre NK numai la cei cu
raspuns clinic sau boald stabilizata. De asemenea, sunt crescute nivelurile serice
de proteind — la elaborati de macrofage, TNFo, §i factorii antiangiogenici
(proteina 10 inductibild de IFNvy si monokine induse de IFNY). Adaugarea IL-12
la terapia cu transtuzumab nu amplifica eficient tratamentul cu acest anticorp (56).

Existd interactiuni intre celulele NK si celulele dendritice. Numirul si
activitatea functionald a acestora in leucocitele infiltrate in tumori sunt sinergic
crescute la soarecii tratati cu IL-12 + anti-4-1BB, comparativ cu tratamentul cu
fiecare reactiv in parte. Depletia NK in vivo duce la sciderea semnificativa a
numadrului celulelor dendritice in tumori, sugerandu-se ca celulele NK sunt
implicate in activarea §i expansiunea acestora. Mecanismul prin care celulele NK
activate de IL-12 regleazd functiile celulelor dendritice este partial mediat de
secretia IFN7y care conduce la stimularea 4-1BB de citre celulele dendritice. In
plus, activarea 4-1BB in conjunctie cu administrarea genei IL-12 creste infiltrarea
tumorala a celulelor dendritice §i amplificd expresia propriilor CMH clasa a II-a.
Activarea celulelor dendritice de citre celulele NK si dezvoltarea ulterioard a
raspunsurilor limfocitelor T citotoxice antitumorale facilitate de celulele
dendritice activate de 4-1BB pot avea importantd pentru efectele sinergice
observate in terapia combinatd, in comparatie cu tratamentul numai cu vectori
adenovirali care contin IL-12 sau anti-4-1BB (57).

Molecula costimulatoare B7-2 este exprimatd de variate limfoame, dar
acest nivel de expresie nu este suficient pentru a genera imunitatea antitumorala
eficienta in vivo. Celulele tumorale murine A20 de limfom B exprimd molecule
CMH 1 si II si niveluni constitutive moderate de B7-2. B7-1 si B7-2 au fost
introduse in celulele tumorale lipsite de aceste molecule, cu efecte relative
antitumorale, dar transfectantele A20/B7-2 care exprima niveluri mai mari de B7-
2 au fost rejectate la goarecii singenici i a fost generatd imunitatea sistemica
impotriva celulelor parentale A20. Tratamentul cu variantele celulare A20/B7-2
imbunitdteste semnificativ supravietuirea soarecilor purtitori de tumon.
Coinjectarea cu variante care secretd IL-12 nu a crescut imunitatea antitumorala
observata n terapia numai cu B7-2. La goarecii astfel tratati limfocitele T CD8+ si
celulele NK mediaza raspunsul imun antitumoral. La soareci care dezvolta tumori
dupa imunizarea cu variantele celulare A20/B7-2, s-a aritat ca celulele tumorale
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rejectate exprimad niveluri mai scazute ale B7-2 decat variantele transfectate.
Deci, nivelul costimularii este important pentru generarea imunitétii antitumorale
si pentru supravietuirea gazdei (58).

Celule tumorale au fost injectate subcutan §i au fost mentinute pani la
aparitia metastazelor pulmonare. Din acest stadiu, soarecii au fost tratati cu o
singura doza de citokine incapsulate in microsfere biodegradabile injectate in
tumorile primare subcutane pentru a obtine eliberarea locald sustinuta de IL-12,
GM-CSF sau o combinatie a acestor citokine in micromediul tumoral. Tratamentul
cu IL-12 si GM-CSF s-a dovedit superior tumorilor primare, amplificind
supraviefuirea postoperatorie §i supresand boala metastazica stabilizatid. Analiza
supravietuirii pe termen lung a demonstrat cd, injectarea intratumorald a
microsferelor incarcate cu IL-12 + GM-CSF duce la vindecarea completd a bolii
diserninate la majoritatea animalelor. Addugarea unei terapii sistemice in doze mici
a IL-2 la protocolul de tratament duce la pierderea activitatii antitumorale indusa de
tratamentul IL-12 + GM-CSF. In vivo, depletia subsetului de limfocite stabileste ca,
atat subsetul celular T, cat si cel NK sunt necesare pentru supresia tumorilor
primare §i metastazice. Activitatea celulelor T tumor-specifice, pe termen lung, a
fost demonstratd prin analiza imunohistochimicd a leziunilor metastazice.
Imunoterapia tumorald in situ cu microsfere cu IL-12 + GM-CSF induce atat
raspunsurile imune antitumorale innascute, cat si pe cele ale imunitatii adaptative,
ceea ce duce la eradicarea tumorilor diseminate (59).

Alatuni de eficacitatea sa in tratamentul neutropeniei induse de chemo-
terapie, dovezi recente sugereazi ca GM-CSF poate avea efecte imunomodulatorii
asupra imunitdtii anticanceroase. S-a dovedit ¢d GM-CSF inifiazd maturarea
celulelor dendritice, cu ulterioara posibild stimulare a citokinei anticanceroase,
IL-12. 20 de pacienti cu cancer avansat care au primit GM-CSF pentru
neutropenia indusid de chemoterapie au fost testati pentru nivelul IL-12 prin
ELISA. Niveluri serice bazale crescute au fost observate la 8 din 20 pacienti. La
pacientii cu niveluri anormal crescute ale IL-12 in pretratament, nu s-au inregistrat
modificin semnificative ale concentratiei serice medii dupd administrarea
GM-CSF. In schimb, pacientii cu niveluri normale ale IL-12 in pretratament
prezintd o crestere semnificativa a concentratiilor medii de IL-12 ca raspuns la
GM-CSF, cu un varf dupid 12 ore. Deci, GM-CSF poate stimula acut secretia
IL-12 la pacientii cu cancer (60).

Terapia genica
Intrucat citokina IL-12 incita un interes deosebit datoriti proprietatilor ei

antitumorale, in aceastd idee s-au efectuat numeroase experimente. Terapiei
genice i se acorda intdietate avand in vedere avantajele acesteia, printre care
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eliminarea toxicititii. Unele incerciri de transmitere a DNA IL-12 in diferite
plasmide virale vor fi prezentate in continuare.

IL-12 are o remarcabila activitate antitumoralad cand este folosita direct ca
proteind recombinanta, sau cand diferiti vectori virali sau nonvirali 1i transferd
gena. Ca amplificator al imunititii tumorale actioneazd ca o punte intre
raspunsurile imune adaptative si cele inniscute datorita capacitatii ei de a induce
proliferarea si activarea celulelor NK, NKT si T. De asemenea, inhiba
angiogeneza tumorald in principal prin productia dependentd de IFNy a
chemokinei IP10.

Toxicitatea inacceptabild rezultatd din supraproductia de IFNy s-a stabilit
la pacienti cu carcinom renal aflaji in faza clinica II carora li s-a administrat
sistemic, rIL-12. Metodele transferului de gene sunt indicate pentru a se limita
productia de IL-12 in mediul tumoral, prevenind toxicitatea sistemici. Celulele
tumorale, celulele dendritice sau fibroblastele autologe au fost transfectate cu
adenovirusuri recombinante pentru a secreta rIL-12 local, ardtand buni eficientd §i
profiluri de sigurantd. Combinatia IL-12 sinergizeazd cu alte scheme
imunoterapeutice pentru a se obfine rezultate mai bune. Rezultatele promitatoare
ale unui studiu clinic au fost recent obfinute din prima faza, prin transferul genic
al IL-12 mediat in vivo de adenovirus, in leziunile pacientilor cu cancer avansat.
Imbunatitirea rezultatelor este ca urmare a: cresterii eficacititii transductiei
genelor, dezvoltirii de promotori tumorali specifici §i de vectori de expresie pe
termen-lung reglabili i combinatia cu alte terapii anticanceroase imunologice §i
neimunologice (61).

S-a urmarit eficacitatea injectiei intratumorale cu macrofage transduse cu
vectorul adenoviral recombinant murin IL-12 (AdmIL-12), folosind un model de
cancer de prostatd de soarece 178-2 BMA. Macrofagele transduse cu AdmIL-12
secretd IL-12 in vitro §i demonstreazi cresterea expresiei la suprafatd a CMH I i
II, ca si a antigenului F4/80, comparativ cu macrofagele neinfectate sau cu cele
infectate cu un vector adenoviral care contine beta-galactozidaza (Adbetagal) la
macrofagele martor. Macrofagele transduse cu AdmlIL-12 injectate in tumori
178-2 BMA ortotopice in vivo induc supresie semnificativd a cresterii tumoni
primare §i metastazelor pulmonare spontane, comparativ cu martorii. Aceste
efecte antitumorale §i antimetastazice au fost comparabile cu cele care apar dupa
administrarea directd a vectorului AdmIL-12. Soarecii cu tumori ortotopice tratati
cu macrofage transduse cu AdmIL-12 supravietuiesc semnificativ mai mult decat
martorii. Tumorile au infiltrat crescut cu celule T CD4+ gi CD8+ la cei injectati cu
macrofage transduse cu AdmlIL-12, comparativ cu martorii. Activitatea celulelor
NK citotoxice derivate din splenocite este amplificata la doui zile de la injectia cu
macrofage transduse cu AdmlIL-12, iar in ziua 14, activitatea limfocitelor T
specific-tumorale a fost crescutd comparativ cu a martorilor. Studiile de trafic au
confirmat ca macrofagele transduse cu AdmlIL-12 injectate intratumoral ar putea
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migra in ganglionii limfatici. Deci, aceastd noua abordare in terapia cancerului de
prostatd demonstreazd raspuns imun antitumoral care implici §i activitate
antimetastazicd eficienta in studiile preclinice (62).

Intr-un model de cancer de prostati, terapia cu AdmIL-12 duce la inhibitia
semnificativa a cregterii, atdt a tumorii primare, cét si a metastazelor sincrone. In
doud zile de la injectia vectorului au fost detectate doud modele distincte de
apoptoza in cadrul tumorii primare, iar inhibitia acesteia cu un inhibitor al
caspazei, anuleaza substantial supresia cregterii. Modelul dominant prezinta
straturi localizate de celule apoptotice in strinsd asociere cu necrozd cu PMNs.
Depletia PMNs duce la pierderea acestui model de apoptoza si reduce cresterea
supresiei. Un al doilea val major de supresie a cresterii in cadrul tumorti primare a
fost mediat de un raspuns imun. Activitatea celulelor NK s-a detectat in
limfocitele infiltrate in tumon, din a 8-a zi dupa injectia vectorului a carei depletie
a dus la pierderea semnificativd a supravietuirii. Un rol mai modest pentru
celulele T a fost identificat, iar absenta activitatii limfocitelor T citotoxice poate fi
legata de reducerea semnificativd a nivelurilor IFNy la soarecii depletati de
celulele T, astfel reducandu-se infuentele secundare ale IFNvy. Totusi, depletia
celulelor NK sau a celulelor T nu are efect negativ detectabil asupra activititii
antimetastazice a IL-12 (63).

Adenovirusul replicant cu insertia genei IL-12 de la soarece (CNHK200-
mlL-12) a fost construit pentru a transfecta liniile de carcinom nazofaringian
CNE3 si 915. Hexonul adenovirusului a fost detectat prin marcare
imunohistochimica si citometrie in flux, iar expresia mIL-12 a fost examinata prin
ELISA. Replicarea CNHK200-mIL-12 creste de 1000 de on, iar nivelul de
expresie al mIL-12 atinge 84.5 + 4.6 ng in celulele CNE3 si 75.6 = 3.4 ng in
celulele 915, agsa cum s-a determinat la 72 ore de la transfectie. Se apreciazi ca,
CNHK200-mIL-12 se poate replica in vitro in celulele de carcinom nazofarigian
cu inaltd expresie a mIL-12, ceea ce sugereazd cd CNHK200-mIL-12 poate fi
folosit in tratamentul carcinomului nazofaringean (64).

S-a administrat Ad.IL-12 la 21 de pacienti cu cancer primar pancreatic (7),
colorectal (5) si hepatic (9). Injectiille Ad.IL-12 au fost bine tolerate si nu s-a atins
doza de citotoxicitate, dar tranzitoriu s-a observat febra, transpiratie, limfopenie,
legate mai degraba de vectorul injectat decit de expresia transgenei. Nu s-a
constatat toxicitate cumulativi. La 4 din 10 pacienti a crescut semnificativ
infiltrarea tumorilor cu celule efectoare imune i s-a inregistrat o remisie partiald a
masei tumorale la un pacient cu carcinom hepatocelular. Boala stabild prezinta 29%
din pacienti, in special cei cu carcinom hepatic primar. Deci, injectiile intratumorale
cu particule virale 3 x 10'? de Ad.IL-12 la cei cu malignititi digestive avansate sunt
bine tolerate, nefiind atinsa toxicitatea limitatd de doza (65).

Adenocarcinomul pancreatic ductal este unul din cele mai obisnuite si
letale cancere din térile vestice. Coexpresia mediatd de adenovirus (Ad) a IL-12 si

35

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



molecula costimulatorie B7.1 este extrem de eficientd in inducerea regresiei
tumorilor transplantate i netransplantate inalt imunogene. Comparativ cu
tratamentul numai cu AdIL-12, o singuri injectie intratumorald cu AdIL-12/B7.1
conduce la un raspuns imun prelungit si mediaza regresia completa la 80% din
animalele tratate. Dupd reprovocarea cu celule tumorale parentale, 70% din
soarecii vindecati riman fard tumori, sugerandu-se cd a fost indusd imunitatea
protectoare. Raspunsul antitumoral a fost asociat cu stimularea expresiei H-2K(b)
s1 Abcb2, in timp ce alte componente ale proteasomului (Abcb3, Psmb9 si Psmb8)
nu au fost afectate. Aceste date indicd faptul cd, stimularea masindriei de
prezentare antigenica de citre AdIL-12/B7.1 poate fi rationala din punct de vedere
terapeutic pentru cancerul pancreatic neimunogenic, rezistent la terapie (66).

Celulele dendritice modificate genetic aduc strategii terapeutice unice
pentru cancerul de prostatd; totusi, evaluarea comparativi a optiunilor de
administrare specifice folosind modele preclinice adecvate nu au fost descrise.
Celule dendritice derivate din méiduva osoasa au fost modificate genetic pentru a
exprima niveluri inalte de IL-12, cu sau fard molecula costimulatorie B7.1, prin
infectia ex vivo cu vectori adenovirali recombinanti. S-a folosit un model
preclinic (178-2BMA) de cancer prostatic metastazant de soarece pentru a
compara doud protocoale terapeutice pentru furmmizarea de celule dendritice, in situ
si subcutan. Celulele dendritice au fost generate de maduva osoaséd a soarecilor
singenici 129/Sv prin cultivarea in prezenta GM-CSF si IL-4. In vitro, celulele
dendritice/IL-12 sau celulele dendritice/IL-12/B7 au produs niveluri crescute de
IL-12 biologic activd. Administrarea in situ a celulelor dendritice/IL-12 sau a
celulelor dendritice/IL-12/B7 a indus o supresie semnificativd a cresterii tumorii
primare, comparativ cu martorii celule dendritice/beta gal, ca §i un numar redus de
noduli metastazici pulmonari spontani. Injectia in situ a celulelor dendritice/IL-12
scade semnificativ mirimea tumorii §i creste supraviefuirea comparativ martorii,
dar sciderea numarului metastazelor pulmonare spontane nu atinge semnificatie
statistici. Atat tratamentul in situ, cdt §i cel subcutan, amplifici activitatea
citolitica a celulelor NK si limfocitelor T citotoxice. Imunoterapia intratumorala
bazatd pe celulele dendritice s-a ardtat cid este o strategie terapeutica eficientd
pentru cancerul prostatic avansat local, avind in vedere supresia cresterii
tumorale, inhibifia metastazirii i imbunétitirea supravietuirii (67).

Administrarea intralezionald a celulelor dendritice cultivate pentru a
produce IL-12 prin infectie in vitro cu adenovirus recombinant, are frecvent
eficacitate de eradicare a tumorilor subcutane derivate din linia celulard de
carcinom murin de colon CT26. Raspunsul de eradicare este mediat in principal
de limfocitele T citolitice. Injectii repetate cu asemenea celule dendritice,
comparativ cu o singurd injectie, ating o mai bund eficacitate atit impotriva
tumorilor injectate, cat si impotriva tumorilor implantate la distantd Raspunsul
sistemic de eradicare duce la eradicarea concomitenta §i a leziunilor netratate in
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majoritatea cazurilor. Eficienta tratamentului a fost observatd si in cazul unor
tumori stabilizate de doud siptimani cand aceste strategii au fost folosite in
combinatie (68).

Blastele din leucemia acutd mieloidd au fost modificate pentru a exprima
molecule costimulatorii esenfiale pentru stimularea eficienta a celulelor T. O
astfel de tactica a fost modificarea celulelor din leucemia acutd mieloida pentru a
exprima molecula costimulatorie B7/CD80 care leaga CD28, cu scopul initierii
evenimentelor care culmineazi cu cresterea producerii de citokine, proliferarea si
dezvoltarea functiilor efectorii ale celulelor T. Legitura sinergicd dintre calea
CD80/CD28 si citokina IL-12, materializata in generarea de limfocite T citotoxice
pentru tumorile solide, se aplicd, de asemenea, pentru leucemia acutd mieloida.
Sinergia CD28/IL-12 faciliteaza proliferarea celulelor T allogenice ca raspuns la
stimularea cu blaste din leucemia acutd mieloida primara. Sinergia favorizeaza si
generarea unui raspuns imun de tip Thl, evidentiat prin secretia de IFNy si
faciliteaza proliferarea celulelor T naive §i de memorie (69).

Genele care codificd subunititile p35 s1 p40 ale IL-12 umanid si
aminoglicozid fosfotransferaza bacteriand au fost clonate intr-un plasmid
mamalian de expresie, rezultand plasmidul pCMVIL-12neo, folosit pentru
transfectia liniilor celulare tumorale pulmonare umane in vitro. Au fost generate
subclone stabil transfectate si s-a observat cd secretd IL-12 umana cel putin 10
zile dupd doza letalda de radiatie gamma. Capacitatea celulelor tumorale
producitoare de IL-12 de a initia un raspuns antitumoral in vivo a fost evaluata la
soarecii SCID co-grefati subcutan cu limfocite sangvine periferice umane (PBLs)
si celule tumorale pulmonare umane viabile (analiza SCID-Winn). S-a stabilit c3,
JL-12, eliberat local in tumor de cétre celulele transfectate cu IL-12 iradiate,
activeaza limfocitele periferice umane §i inifiaza capacitatea lor de a supresa
dezvoltarea tumorald, in functie de dozid. Studiile cu depletia subsetului de
limfocite periferice umane relevd ca, efectul antitumoral initiat de celulele
modificate de IL-12, este dependent de prezenta celulelor T umane CD8+ si, intr-
0 mai micd masura, de celulele NK CD56+ din cadrul xenogrefei.

Celulele tumorale pulmonare umane iradiate, modificate genetic cu
pCMVIL-12neo secretd IL-12 umanad bioactivd in concentratii suficiente pentru
inifierea unui raspuns antitumoral mediat de limfocitele umane in micromediul
xenogrefei. Analiza SCID-Winn oferd un model util pentru evaluarea preclinica a
protocoalelor de imunoterapie umana bazata pe citokine (70).

Terapia genica este o metoda noud, promititoare pentru tratarea locald a
tumorilor. Transductia celulelor de osteosarcom cu plasmidul pCMV-IL-12-neo
induce cresterea semnificativa a expresiei [FN7y de citre celulele mononucleare §i
are efecte antitumorale mediate de sistemul imun. In combinatie cu rIL-18,
cresterea IFN7y a fost multiplicatd in functie de doza. Deci, celulele de
osteosarcom pot fi tintite eficient in vitro de plasmide care contin gena IL-12.
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Avind in vedere ciile sinergice este rezonabili combinarea transferului genic
local, bazat pe IL-12 cu administrarea rIL-18 pentru a atinge imunoefectele
potential promitatoare pentru tratamentul adjuvant al osteosarcoamelor (71).

Activitatea antitumorald a IL-12 implicd inducerea apoptozei. Fas
(APO-1/CD95) este o proteind membranara de tip I care este capabild sa initieze o
cale de semnalizare a apoptozei cand cupleaza ligandul siu, FasL. Se apreciazi ci,
apoptoza mediatd de Fas-FasL joaca un rol in regresia tumorii indusi de IL-12.
S-a folosit un vector care exprima mIL-12 condus de promotorul citomegalo-
virusului pentru a exprima cDNA IL-12 murin in linia celulard de carcinom
prostatic murin RM-9. Celulele RM-9 martor §i celulele RM-9 infectate stabil cu
gena IL-12 (RM-9-IL-12) au fost inoculate subcutan la soareci masculi C57BL/J6
in varsta de 4-6 saptimani. Periodic (la interval de 3 zile) s-a masurat dimensiunea
tumorii. Celulele de carcinom de prostatdi RM-9 care exprimd IL-12, transplantate
la soareci C57BL/J6 au crescut mai incet decat celulele martor RM-9 si celulele
RM-9-Luc martor pentru vector. Timpul mediu de supravietuire al soarecilor
RM-9-IL-12 a fost de peste 53 de zile, in timp ce supraviefuirea medie pentru
soarecii transplantati cu celule RM-9 martor a fost de numai 16 zile. Celulele
apoptotice au fost mai numeroase in tumorile RM-9-IL-12, respectiv 10.3%, fata
de 1.5% la marton. Proteinele Fas §i FasL au crescut de aproximativ doud ori in
tumorile RM-9-IL-12 comparativ cu tumorile martor RM-9. In concluzie, calea
apoptoticd mediatd de Fas-FasL poate contribui la rejectia indusd de IL-12 a
carcinomului de prostata (72).

In tratamentul cancerului de colon s-a folosit strategia combinirii terapiei
cu virusul herpes simplex oncolitic cu terapia imunomodulatoare, ca tratament
pentru cancerul de colon experimental. Recombinantul HSV oncolitic NV1023 si
virusul oncolitic NV1042, care secretd IL-12, au fost evaluate in vitro §i in vivo
referitor la eficacitatea antitumoralid. A fost inseratd gena murinid IL-12 intr-un
HSV competent pentru replicare. Ambele virusuri se pot replica in cadrul §i pot
omori celulele CT26 in vitro, cu citotoxicitate de 100% atinsd dupa infectia cu
oricare din virusuri. Numai NV1042 poate produce mIL-12. In vivo, ambele
virusuri aratid eficacitate egald la doze inalte. La doze mici, numai virusul
NV-1042 producitor de citokine a determinat vindecarea animalelor. In concluzie,
ambele virusuri au potential oncolitic asupra celulelor de cancer de colon, dar la
doze inalte. Producerea de citokine de citre virusul NV1042 poate permite
folosirea de doze mici de virus in terapia virald, fard si se piarda eficacitatea
antitumorala (73).

S-a obfinut un adenovirus recombinant care exprima timidinkinaza HSV
(HSVtk), condus de promotorul modificat CALC-I, TCP (AdTCPtk). Infectia cu
acest virus prezinta efect citotoxic eficient asupra liniilor celulare MTC (celulele
IMTC si TT) dupa tratamentul cu ganciclovir in vitro. In modelul de sobolani
WAG/Rij, combinatia tratamentului AdTCPtk/ganciclovir cu administrarea
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adenovirusului care exprima IL-12 murinad sub controlul TCP (AdTCPmIL-12)
duce la supresia eficientd a cresterii tumorii la locul tratat §i, de asemenea, in
locuri aflate la distanti, netratate, comparativ cu tratamentul cu AdTCPtk/
ganciclovir sau AdTCPmIL-12 singure. Acest tratament combinat poate oferi o
terapie eficientd pentru MTC metastazic cu toxicitate minima (74).

Productia sistemicd de mIL-12 in functie de dozd, cu un nivel seric de
peste 20 pg/ml, a fost observati la 24 de ore de la administrarea sistemica a genei.
Timpul de injumaitatire in circulatie a fost de aproximativ 5 ore. Produsul genei la
soareci a fost la fel de activ ca si proteina murind IL-12 recombinanta purificata
(mIL-12). mIL-12 circulanta activeazi celulele NK si stimuleaza producerea IFNy
in vivo. O singurd administrare a genei mIL-12 duce la regresia marcatd a
tumorilor subcutane stabilizate intr-un model tumoral DNA HPV-pozitiv (TC-1)
la goareci C57BL/6J. Efectul antitumoral al acestei doze unice de gene a fost
comparabil cu administrarea intraperitoneald repetatd a rmIL-12 (0.5 pg/zi timp de
5 zile consecutiv). Administrarea sistemicd a genei este simpld, economica si
foarte eficientd pentru producerea de cantititi mari de citokine in vivo. Astfel, se
aratd potenttalul terapeutic al IL-12 pentru tratamentul tumorilor DNA HPV-
pozitive si utilitatea administrarii sistemice a genei pentru evaluarea efectului
terapeutic al genei candidate (75).

IL-12 consta din subunititile p40 si p35 care produc heterodimerul p70 si
proteina liberd p40. p70 este esentiald pentru inducerea imunititii Thl §i a
celulelor T citotoxice, in timp ce p40 inhibd functia mediati de p70. Mutatii
introduse in situsurile de N-glicozilare (N220 al p40 murin si N222 al p40 uman)
reduc secretia p40, dar nu si a p70. Coimunizarea genei mIL-12 cu mutant N220
cu DNA pentru E2 din HCV (hepatitis C virus) amplifica semnificativ raspunsul T
celular CD8+ E2-specific si protectia impotriva provocarii tumorale comparativ
cu cea a tipului silbatic. Raportul p70/p40 este important pentru generarea
imunitédtii mediate celular sustinuta pe termen lung. Astfel, mutanta IL-12 ar putea
fi folositd pentru dezvoltarea de vaccinuri DNA ca adjuvant pentru generarea
raspunsurilor cu celule T de memorie pe termen lung (76).

Injectiile intravenoase cu IL-12 umand recombinantd (rhIL-12) sunt
eficiente in inducerea raspunsului imun antitumoral, in regresia tumorii §i in
supravietuirea, pe termen lung, a soarecilor cu cancer hepatic metastazic. Dupa
injectia eficientd nu s-a observat inflamatia ficatului §i a plamanului, §i nici
cresterea semnificativa a creatininei si aminotransferazelor serice. Cresterile serice
ale IL-12 si IFN7y erau de 17 i, respectiv, 19 ori mai scizute decat nivelurile varf
dupa administrarea rIL-12 la doze maxime tolerate clinic. Pani in doud saptamani
dupai injectie nu au crescut citokinele serice proinflamatorii (IL-6 si TNF-a) si nici
diseminarea vectorului la doza eficientd terapeutic. La doze mai man supra-
terapeutice ale vectorului Adv.RSV-mIL-12 a fost observatd, totusi, inflamatia
ficatului si plamanilor cu cresteri ale aminotransferazelor serice, dar nu la martorii
injectati cu un numar echivalent de particule de vector adenoviral gol (77).
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Vectonii plasmidiali conventionali pe bazd de EBV care codificd gena
murind [L-12 (pGEG.mIL-12 s1, respectiv, pG.mIL-12) au fost transfectate
intravenos la soareci care au fost inoculati subcutan cu celule de sarcom M5076.
Transfectia pGEG.mIL-12 a supresat drastic tumorile subcutane, ca §i metastazele
hepatice, ceea ce conduce la prelungirea semnificativa a perioadei de supravietuire
a animalelor. Transfectia repetatd cu pGEG.mIL-12 sau pG.mIL-12 a supresat, de
asemenea, carcinomatoza peritoneald la soareci care au fost injectati cu celule
M5076 in cavitatea peritoneald. Se sugereaza ca, un nivel crescut de producere a
IL-12 determinat de terapia genicd a citokinei administratd intravenos, poate fi
destul de eficient in inhibitia neoplaziilor metastazice nesusceptibile la limfocitele
T citotoxice (78).

Au fost izolate celule dendritice din maduva osoasa §i au fost tratate cu
c¢DNA din gliomul 203 mediat de Semliki forest virus (SFV) insotit sau nu de
administrarea sistemicd a IL-12 si IL-18 pentru a trata soarecii purtitori de gliom
203. Administrarea combinatd a SFV-cDNA, IL-12 si IL-18 produce efecte
antitumorale semnificative impotriva cresterii celulelor de gliom murin in vivo §i,
de asemenea, poate induce imunitate antitumorala specifica. Efectele sinergice ale
combindriit SFV-cDNA, IL-12 si IL-18 in vivo coincid cu cregterea marcati a
producerii IFN, efecte mediate de limfocitele CD4+ si CD8+, ca si de celulele NK.

Deci, folosirea IL-12 si IL-18 in imunoterapia bazata pe celule dendritice
derivate din miduva osoasi a goarecilor cu gliom 203 este beneficd, iar aceasta
terapie poate fi un candidat excelent pentru dezvoltarea unui nou protocol de
tratament al acestui cancer (79).

Terapia genicid a dat rezultate neasteptate si in tratamentul melanomului
malign, unul dintre cele mai rebele si agresive cancere.

DNA care codificd IL-12 murin previne formarea metastazelor de
melanom B16, cind este administrat intramuscular. In modelul de melanom uman
aceastd terapie induce regresia tumorilor §i, in unele cazuri, chiar disparifia
completd a tumorilor. Tratamentul cu DNA nu induce efecte adverse sistemice.
Efectul terapeutic al injectiei DNA este mediat, partial, de celulele NK. Un efect
antivascular al tratamentului cu IL-12 a fost evident in examinarea histologica,
observandu-se subtierea endoteliului §i modifican bruste ale diametrelor vaselor.
Plasmidul DNA intratumoral care codifici IL-12 apare ca un nou instrument
terapeutic pentru leziunile de melanom accesibile (80).

Injectarea intramusculard a plasmidului DNA care codificad IL-12 elimina
stabilizarea metastazelor pulmonare ale celulelor de melanom B16F10 intr-un
model murin singenic. Injectarea intramusculard a plasmidului DNA care codificd
IL-12 duce la o reducere pronuntata a cresterii tumorii atunci cand se face testarea
pe soareci C57/BL6 cu tumori prestabilite manifestate ele insele la nivelur crescute
de IL-12 in ser la 12 zile de la tratamentul cu DNA. Absenta unui efect toxic advers
ar putea reprezenta un semnificativ avantaj al terapiei DNA IL-12 (81).
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Acidul poli[D,L-2,4-diaminobutiric] (PDBA) este un nou purtator de geni,
descris recent ca vector pentru administrarea genei IL-12, folosit in tratarea
tumorilor solide, printre care 1 melanomul.

Soarecii C57BL/6 cu melanom B16F10 au fost tratati prin injectii
intratumorale cu complexul PDBA/plasmid luciferaza (pLuc) in doze optime.
Dupi o singurd injectie apar nivelun crescute ale proteinei IL-12 in tumord, in
timp ce nivelurile serice scad sub limitele de detectare. Terapia genicd IL-12 cu
sistemul PDBA inhib semnificativ cresterea tumorald comparativ cu martorii. in
plus, atat activitatea celulelor NK, cat si a limfocitelor T citotoxice din ganglionii
limfatici ai soarecilor tratati cu PDBA/pmIL-12, a fost crescutd substantial
comparativ cu martorii. Aceste rezultate sugereaza cid terapia genica IL-12
mediatd de PDBA este o potentiald strategie pentru tratamentul pacientilor cu
tumon solide. De asemenea, raspunsul la imunoterapia [FNa poate fi amplificat
semnificativ de pretratamentul cu IL-12, iar acest efect este dependent de
productia de IFN si de actiunile sale pe celulele de melanom (82).

Se descrie un nou model animal folosind cai cenusii, in terapia contra
melanomului. Caii dezvoltd spontan melanom metastazic care este asemanator cu
cel uman. Injectarea plasmidelor DNA, care codifica IL-12 umani, in metastazele
stabilizate, induce regresia marcatd a leziunilor. Disparitia completd a fost
observata intr-o singuri leziune tratata, cu nici o revenire timp de 6 luni (83).

In ultimii ani s-a practicat, cu rezultate promititoare, administrarea de
plasmide cu alte gene retrovirale sau non-virale, ca si administrarea simpla
intratumorald, intravenoasa sau subcutand a genei IL-12 la animale purtitoare de
tumori. De asemenea, combinarea genei IL-12 cu substante anticancerigene este
eficientd in combaterea diverselor tipuri de cancer.

IL-12 este una dintre cele mai puternice citokine antitumorale. Au fost
modificate genetic in vitro fibroblastele singenice sau celulele tumorale MM45T-
Li HCC sid exprime IL-12, folosind un vector retroviral murin IL-12 TFG
policistronic (TFGmIL-12) care codificd ambele subunitati ale IL-12 murind, p35
st p40. Carcinomul hepatocelular a fost generat folosind inocularea intrahepatica
directd a liniei de celule tumorale in lobul hepatic stang al soarecilor BALB/c.
Expresia hepatica directd a IL-12 de catre celulele tumorale modificate genetic
injectate, induce o inhibitie accentuatd a crestenii tumorilor. Acest efect se
asociazd cu infiltrarea timpurie a macrofagelor §i limfocitelor care formeazi
numeroase focare intralobulare. Expresia intrahepaticd a IL-12 nu a modificat
limfocitele B circulante sau splenice, sau celulele NK. Inhibitia cresterii tumorii a
fost mentinutd la soarecii nuzi chiar si in cazul depletiei celulelor NK.
Tratamentul tumorilor hepatice stabilizate la soareci BALB/c folosind injectia
direct intratumorald a fibroblastelor singenice care exprima IL-12 reduce
semnificativ dimensiunile tumorii (84).
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Injectarea directi in vivo a liniei celulare care poarta gena mIL-12 pe calea
vectorului retroviral, inhiba cresterea hepatomului la sobolani. Efectul terapeutic
al administrarii timpurii este superior celei tarzii. Injectarea directa in splina este o
terapie noud, siguri si eficientd in tratamentul hepatomului (85).

Soarecilor BALB/c li s-au inoculat intradermic celule singenice de cancer
renal murin, dupa ce li s-a injectat un plasmid care exprima gena IL-12. 40% din
soareci au rejectat tumora dupa tratament si, in plus, au rezistat unei noi provocari
cu aceste celule. Inocularea acestor celule de data aceasta iradiate induce numai
partial imunitatea antitumorald, pe cand tratamentul combinat (celule iradiate +
transfectia genei IL-12) intensifici remarcabil efectul si, in plus, amplifica
supravietuirea soarecilor cu tumori infiltrate cu celule T CD4+ si CD8+, chiar si
atunci cand tratamentul a inceput dupa implantarea tumorii, la distanta (86).

Adenocarcinomul murin CT26 si carcinomul celulelor renale de la soareci
BALB/c au fost tratate prin injectare directa intratumorald a vectorului plasmidial
DNA nonviral care codifica gena IL-12 murind, fie singurd, fie in complex cu un
lipid cationic. Ambele tratamente au determinat completa regresie tumorald a
CT26 la 87% dintre soareci. Pentru tumorile celulelor renale, regresia completd a
tumorilor a fost observati la 67 si, respectiv, 75% din animale tratate numai cu
DNA mIL-12 si DNA mlIL-12+lipidul cationic. Reducerea marcata a cresterii
tumorilor la soarecii purtitori de tumori tratate cu DNA mlIL-12 s-a asociat cu
cresterea citotoxicitafii celulelor T specific tumorale, insotitd de amplificarea
producerii de IFN7 in splina si ganglionii limfatici §i cu cresterea splenomegaliei
si limfadenopatiei. Rata infiltrdni tumorilor cu limfocite T CD8+ si CD4+ a
crescut la purtatorii tumorilor tratate cu DNA mIL-12, ca gi la cei cu tumori tratate
combinat. Deci, transferul direct intratumoral al genet DNA IL-12 (nonviral) este
o metodd simpld i eficientd pentru tratarea tumorilor murine, sugerind o
eventuald aplicare clinica (87).

IL-12 este esentiala pentru a genera raspunsul Thl §i pentru a stimula
celulele NK si limfocitele T citotoxice. CD154 tinteste CD40 de pe celulele
prezentatoare de antigen, astfel inducand prezentarea antigenului sistemlui imun §i
producerea IL-12. Deoarece IL-12 si CD154 au céteva cdi comune de mediere a
raspunsului imun, a fost investigat un model murin agresiv de leucemie acuti.
Aceste celule leucemice au fost transduse cu IL-12, CD154 si IL-12+CD154 prin
transfer genic §i au prezentat leucemogenitate scizutd, dar efectul protector al
CD154 a fost redus cand 10° celule leucemice au fost injectate. Vaccinurile cu
celule transduse cu IL-12 si iradiate letal au vindecat soareci injectati anterior cu
10* celule leucemice, iar transferul adaptativ al imunitatii antileucemice indusi de
IL-12 a protejat soarecii. Citotoxicitatea celulelor NK a fost amplificata la soarecii
vaccinati cu celule leucemice transduse cu IL-12, CD154 si CD154 + IL-12.
Celulele transduse cu IL-12 induc mRNA IFNvy in celulele T CD4+ si CD8+
1zolate din splina animalelor vaccinate, insd experimentele de depletie in vivo au
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aritat c@ efectul vaccinului IL-12 este dependent de celulele CD4+ si nu de
celulele CD8+. Se conclude ca, gena IL-12 este un candidat mai puternic decét
CD154 pentru terapia genica a leucemiei acute (88).

Terapia genicd combinatd (endostatin §i IL-12) utilizatd antitumoral s-a
aplicat pe hepatomul de soarece transplantat cu polivinilpirolidond (PVP).
Plasmidul eucariot cu endostatin de soarece (pSecES) cu o secventd semnal Igkappa
in interior §i plasmidul eucariot cu IL-12 de soarece (pmIL-12) au fost transfectate
in celulele BHK-21. Endostatinul §i IL-12 au fost analizate prin ELISA din
supernatant §i au fost folosite individual pentru cultivarea celulelor endoteliale si
a limfocitelor splenice. Celulele H22 injectate intratumoral cu pSecES/PVP,
pmIL-12/PVP sau pSecES + pmIL-12/PVP au fost inoculate in muschii piciorului
stang al goarecilor, in mod repetat. Endostatinul si IL-12 au fost secretate dupa
transfectie, ceea ce ar putea inhiba proliferarea celulelor endoteliale sau ar initia
proliferarea limfocitelor splenice. Cresterea tumorald a fost putemic inhibatd cu
91.8% dupa injectarea pSecES + pmIL-12/PVP, insotita de niveluri serice crescute
de endostatin §i IL-12, mai multe limfocite infiltrante, celule apoptotice §i citeva
vase tumorale comparativ cu injectia pSecES/PVP, pmIL-12/PVP sau vector/ PVP.
Deci, genele endostatinului i IL-12 de soarece pot fi exprimate dupa injectarea
intratumorala cu PVP. Angiogeneza hepatomului poate fi inhibata in mod sinergic,
limfocitele pot fi activate sa se infiltreze, iar celulele tumorale sunt induse si sufere
apoptoza. Hepatomul este, astfel, puternic inhibat sau eradicat (89).

Soarecilor li s-a transplantat subcutan 10° celule de hepatom BNL si
plasmide ce codificd diverse citokine (pXX-GM-CSF + pXX-IL-12, pXX-IL-12,
pXX-GM-CSF, pXX-Neo). Plasmidele au fost administrate prin vena cozii.
Coadministrarea IL-12 si GM-CSF a avut efecte antitumorale mai puternice,
expresie pe termen lung amplificatd a IL-12 si nivel mai scizut al [FN+y decat IL-12
administrata singurd. In concluzie, IL-12 combinat cu GM-CSF pot determina un
puternic efect antitumoral, ca si efecte adverse locale mai reduse (90).

Administrarea anticorpului antiVEGFR-2, la soarecii BALB/c purtiton de
tumori mamare (adenocarcinom) 4T1, induce semnificativ supresia cresteni
acestora. Tratamentul combinat cu acest anticorp si DNAIL-12 duce la inhibarea
semnificativd a cresterii tumorii, comparativ cu tratamentul cu fiecare in parte.
Aceastd combinatie este eficientd §i contra metastazelor pulmonare spontane. La
soarecii nuzi deficienti in celule T, combinatia este eficientd in supresarea cresterii
tumorii. La soarecii deficitari in celule T si NK scid/beige, numai anticorpul anti-
VEGFR-2 a fost eficient, sugerand ca celulele NK sunt implicate in efectele
antitumorale induse de DNA IL-12. La ambele tipun de soareci imunodeficitari,
combinatia anticorp anti-VEGFR-2 si DNA IL-12, a fost eficientd in supresia
cresterii tumorii 4T, ca §i in cazul administrani exclusiv a anticorpului. Efectele
antitumorale ale anticorpului anti-VEGFR-2 au fost asociate cu inhibitia
angiogenezei in cadrul tumoni (91).
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Terapia genicd s-a aplicat la pacientii cu cancer diseminat (melanom), prin
injectare peritumorald de fibroblaste dermice autologe transduse cu un vector
retroviral purtitor al genelor hIL-12 (p35 si p40) ca §i cu gena neomicin
fosfotransferazei (TGF-hIL-12-Neo). S-au observat si efecte locoregionale mediate
de TNFa si celulele CD8+ in regresia tumorii. Reducerea dimensiunilor tumorilor la
locul injecténi s-a observat tranzitoriu, dar clar la 4 din cele 9 cazun luate in studiu
st 1a locurile neinjectate la distanta la un singur pacient cu melanom. La doi pacienti
cu melanom s-a observat necroza hemoragica a tumoni (92).

IL-12 i celulele dendritice

Transductia celulelor dendritice purtitoare de gena IL-12 introduse in
organismele cu tumori sau direct in tumori, poate fi consideratd, de asemenea, o
terapie genicd. Unele experimente au fost efectuate si cu celule dendritice cu gena
IL-12 activata sau amplificatd, ceea ce a condus la cresterea eficientei combaterii
cancerului.

Celulele dendritice sunt initiatoare ale imunitdtii mediate de celulele T.
IL-12 este un activator al celulelor dendritice si al celulelor NK, iar secretia ei de
catre celulele dendritice ar contribui la capacitatea de a activa celulele NK.
Celulele dendritice derivate din maduva osoasd propagate numai in GM-CSF nu
activeazd celulele NK. Din contrd, celulele dendritice prelucrate genetic pentru a
exprima IL-12 le stimuleazi marcat. Activarea depinde atit de interactiunea
celulelor dendritice cu celulele NK, cét si de secretia IL-12. Transferul celulelor
dendritice care exprimd IL-12 la soareci, creste accentuat producerea IFN7y de
catre celulele NK si activitatea liticd in vivo. Soarecii astfel tratati sunt protejati
impotriva metastazelor hepatice de melanom B16. Efectele in vivo asupra
celulelor NK sunt specifice celulelor dendritice. Deci, expresia IL-12 de cétre
celulele dendritice le permite acestora sa activeze celulele NK (93).

Cancerul colorectal este cea mai frecventd malignitate fatald in SUA,
dupd cancerul pulmonar. Ficatul este locul cel mai comun de metastazare a
celulelor cancerului colorectal si, frecvent, unicul organ afectat odata ce tumora
a fost extirpatd. S-a evaluat eficacitatea terapeutici a celulelor dendritice
prelucrate genetic sd exprime IL-12 intr-un model de ficat metastazic. Admini-
strarea directd a celulelor dendritice in vena portd inhiba semnificativ cresterea
carcinomului de colon MC38 in ficatul soarecilor C57BL/6, efect insotit de
acumularea intratumorala a CD4+, CD8+ si celule efectoare NL DC-145+
imunitare, ducand si la productia crescuti a IFN+y de cétre celulele T izolate din
splind §1 ganglionii limfatici.

Eliberarea locala a celulelor dendritice transduse cu gena IL-12 nu numai
ca inhiba cresterea tumorii colorectale in vivo, dar, de asemenea, determind si
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raspunsuri sistemice imune antitumorale. Numarul crescut de celule dendritice
asociate tumorii se coreleazd pozitiv cu un prognostic mai favorabil. Terapia
genicd locald simultand cu IL-12 ofera o eficienta clinica fara a expune pacientul
la un risc de toxicitate sistemica (94).

Celulele dendritice de la pacientii cu cancer, ca i cele care se infiltreaza in
tumori, au capacitate imunostimulatorie supresati. Una din problemele majore ale
folosirii clinice a celulelor dendritice pentru tratarea tumorilor este cd, trebuie sa
fie unele autologe obtinute de la pacienti. Celulele dendritice normale transduse
cu gena IL-12 inhibd cresterea tumori datoritd inducerii celulelor Thl specific
tumorale si a celulelor T citotoxice intr-un model de tumora subcutana stabilizata
murind. Injectia intraperitoneald a celulelor dendritice de la soareci purtitori de
tumori, transduse cu gena IL-12, conduce la prelungirea supravietuirii unor
soareci astfel tratati si la activitatea Thl specific-tumorald si a limfocitelor T
citotoxice. Injectiile intraperitoneale ale celulelor dendritice normale transduse cu
gena IL-12 prelungesc supravietuirea la toti goarecii tratati i aratd imunitate
specific-tumorald mai buna decat cele de la soarecii purtitonn de tumon, transduse
cu gena IL-12. Deci, modificarea transducerii genei IL-12 este o abordare
promititoare pentru terapia cancerului, chiar §i atunci cand sunt folosite celule
dendritice de la goareci purtitori de tumori imunosupresive (95).

IL-12 este o citokina proinflamatorie ce amplifica activitatea limfocitelor T
citotoxice $i NK. Soarecilor A/J singenici li s-au inoculat subcutan celule dintr-o
linie celulara derivati din neuroblastomul murin. Celulele dendritice murine au fost
transduse in vitro cu adCMV-mIL-12, iar 10° celule au fost injectate intratumoral.
Tumorile soarecilor injectati cu celule dendritice transduse cu adIL-12 au suferit
regresie completa dupa 3 saptamani. Splenocitele izolate de la soareci de 7 zile dupa
injectia intratumorala a adIL-12 au aritat cresterea activitatii citolitice, comparativ
cu animalele martor in vitro. Tumorile si tesuturile limfatice prezinta cantitati crescute
de infiltrat cu celule dendritice si limfocite T §i o usoard scidere a apoptozei,
comparativ cu martorii. Deci, productia crescutd de IL-12 de catre celulele den-
dritice induce un raspuns semnificativ antitumoral intr-un model de neuroblastom
murin slab imunogenic. Aceste rezultate aratd rolul vital al celulelor dendritice in
imunobiologia bolii, §i ca protectia acestor celule de apoptoza indusa de tumora este
un aspect critic pentru imunoterapiile care trateazi aceastd tumori agresiva (96).

Fuziunea celulelor carcinomatoase cu cele dendritice este eficienta in
tratarea animalelor cu tumori, dar §i la pacienti cu carcinom renal metastazic. S-au
fuzionat celule dendritice cu celulele 4TOO de plasmocitom §i s-a constatat ca
vaccinarea goarecilor cu aceste celule de fuziune (FC/4TOQ) se asociaza cu
inducerea rdspunsului umoral antitumoral §i cu rispunsul limfocitelor T
citotoxice. Imunizarea protejeaza soarecii contra unui nou adaus de celule
tumorale. In plus, tratarea mielomului multiplu cu FC/4TOO determini prelun-
girea supravietutrii, dar nu eradicarea cancerului.
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Administrarea rIL-12 de soarece odatd cu vaccinul FC/4TOO creste
activitatea limfocitelor T citotoxice si raspunsul proliferativ al celulelor T si
conduce la eradicarea bolii. Deci, imunizarea cu celule de fuziune FC/4TOO si
IL-12 potenteazd imunitatea antitumorald §i tratamentul mielomului multiplu
murin (97).

Un important tratament pentru tumorile solide, inclusiv cele pulmonare,
este chimioterapia cu doze mari de celule stem din singe, transplantate la pacienti.
La 3 saptimani de la tratament, nivelurile IL-12 erau semnificativ crescute,
comparativ nivelurile IL-12 la o siptimani dupi tratament. in schimb, nivelurile
serice ale IL-12 nu s-au modificat semnificativ la pacientii cu limfom malign. Nu
au fost observate diferente marcate ale nivelurilor altor citokine dupa o saptimana
sau dupd 3 saptamani de la transplantul efectuat la pacientii cu cancer pulmonar.
Frecventa celulelor T helper/inducer a fost crescutd in sangele periferic la o
saptamand dupd tratament, atat la pacientii cu cancer pulmonar, cat i la cei cu
melanom. S-a observat o crestere apreciabild a numarului celulelor T activate
dupa transplantul cu celule stem. Existd, de asemenea, o puternicé corelatie intre
nivelurile serice ale IL-12 §i numarul celulelor NK si nivelurile IFNvy la pacientii
cu cancer pulmonar, dar nu la cei cu limfom malign. Analiza celulelor stem
transfuzate a aratat cd numdrul unitdtilor formatoare de colonii granulocit/
macrofagice sunt similare la pacientii cu cancer pulmonar §i limfom malign.
Totusi, numirul celulelor CD34+ este semnificativ mai mare la cei cu cancer
pulmonar, comparativ cu pacientii cu limfom malign. Toate subpopulatiile CD34+
au avut un procent mai scizut la pacientii cu cancer pulmonar, comparativ cu
pacientii cu limfom malign. in special subpopulatia CD34+CD33- a fost
semnificativ scidzuta procentual la pacientii cu cancer pulmonar. Se sugereaza ci,
celulele stem sangvine in cancerul pulmonar sunt puternici mediatori ai activititii
anticanceroase §i pot juca un rol imunoterapeutic impotriva celulelor maligne
autologe (98).

Tratamentul combinat IL-12 + IL-2

Tratamentul combinat este mai eficient decat cel aplicat cu fiecare
interleukind in parte. IL-2 se implicd in expresia celulelor T, pe cand IL-12
activeaza raspunsul celulelor Thl.

S-a evaluat eficacitatea terapiei combinate cu genele IL-2 si IL-12 intr-un
model murin de carcinom spinocelular de cap i gat. Modelul s-a stabilit in
planseul bucal al soarecilor C3H/HeJ cu linia SCCVIL. Complexe plasmidice
lipid-IL-2 si lipid-IL-12 au fost introduse in tumora fie singure, fie in combinatie,
prin injectie genica directd intratumorald. Mirimea tumorii a fost evaluatd inainte
si dupa tratament pentru a se evalua raspunsul diferitelor tratamente. Analiza
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lactic-dehidrogenazei a fost folosita pentru a se aprecia activitatea celulelor NK si
limfocitelor T citotoxice. Cresterea celulelor carcinomului spinocelular de cap §i
git a fost semnificativ inhibata in terapia genicid de combinare a IL-2 si IL-12,
comparativ cu alte grupuri. Nivelul de expresie crescut al proteinelor IL-2 gi IL-12
a fost observat atat la grupul cu tratament combinat, cat si la cel cu tratament
singular. Terapia cu genele IL-2 si IL-12 poate inhiba cresterea tumorilor si
induce raspuns eficient imunologic al gazdei contra tumorilor in modelul murin.
Combinatia celor doua gene are efect aditiv sau sinergic antitumoral (99).

Tratamentul cancerului cu IL-2 §i IL-12 actioneazd pe calea amplificarii
proliferani gi activitatii celulelor T si NK. Incubatia limfocitelor T citotoxice §i a
celulelor NK cu IL-2 si/sau IL-12 duce la propagarea unui tip celular distinct,
numit killers activate de limfokine (LAK) caracterizate prin activitate liticd
crescutd impotriva multor tipuri tumorale. La soarecii DBA/2, care poarta
limfoame metastazate SL2, tratati cu IL-2 si/sau IL-12 aplicate local se arata ca,
tratamentul cu IL-12 amplifica sinergic eficienta tratmentului local cu IL-2.
Efectul terapeutic mediat de IL-2/IL-12 este cel mai mare cand este administrat
dupa stabilirea unui raspuns imun fatd de tumora. Se demonstreaza existenta unei
populatii unice la locul de crestere a tumoni, de celule limfoide, $i anume B220 +
CD3 + CD4-CD8-. Aceste celule devin inalt citotoxice pentru cele SL2 de la
soarecii tratati tarziu cu citokine (zilele 10-14) in cursul rdspunsului imun, dar nu
la cei tratati timpuriu (zilele 3-7), iar citotoxicitatea acestei populafii unice se
coreleazd cu succesul terapiet (100).

Tratamentul combinat cu IL-2 murind §i IL-12 murind produce activare
consistentd a celulelor T citolitice §i NK fata de tratamentele cu fiecare in parte.
Raspunsul imun crescut s-a corelat cu efecte antitumorale clinice. Deci, sistemul
de administrare genicd nonvirald este bine tolerat, iar transferul combinat al
genelor mIL-2 si mlIL-12 genereazd puternice raspunsuri imune antitumorale
impotriva carcinomului spinocelular de cap si gét intr-un model murin. Terapia
genicd nonvirald combinatd (IL-2 si IL-12) poate fi un tratament primar sau
adjuvant pentru aceastd tumora la om (101).

La soarecii H-22 cu tumori ascitice, moxibustionul determina cresterea
nivelurilor IL-2, IL-12 i a activitatii celulelor NK. Toate acestea conduc la
inhibitia cresterii tumorilor (102).

rhIL-12 s-a dovedit un puternic agent terapeutic in limfomul cutanat T
celular, malignitate invazivd a pielii ce induce raspuns citotoxic al acestora.
Ad3augarea IL-12 la acesti pacienti face ca celulele sangvine sd produca IFN7y mai
mult decat daca ar actiona IL-12 singura. In combinatie, IL-2 si IL-12 cresc
nivelurile IFNv. De asemenea, adiugarea IL-2 la IL-12 amplifica activitatea NK,
ca §i expresia R-IL-12 de la suprafata celulelor T, comparativ cu efectele celor
doua citokine, luate separat. Astfel, IL-2 + IL-12 produc amplificarea sinergica a
parametrilor multipli ai imunitatii mediate celular, ca §i supramodularea expresiei
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IL-12, indicand ca un protocol combinat al acestora, care amplifica raspunsul
imun, poate avea un efect benefic in limfomul T celular cutanat (103).

La cei cu carcinom hepatocelular, activitatea celulelor NK scade semnifi-
cativ, iar reducerea activitdtii poate fi asociatd cu progresia tumorii. Limfocitele
din sangele periferic de la 9 pacienti cu carcinom hepatocelular, 4 pacienti cu
ciroza hepaticd gi 9 subiecti normali au fost cultivate in prezenta IL-2 si/sau IL-12.
Dupa 24 de ore de incubatie, productia de IFNy si TNFa de catre limfocitele
sangvine periferice este mult mai mare decat cea a limfocitelor sangvine periferice
stimulate de IL-2 si de IL-12 separat. mRNA pentru perforind, granzima B, IFNy
si TNFa din aceste limfocitele sunt marcat amplificate de catre IL-2 + IL-12.

Deci, terapia cu IL-2 si IL-12 pe calea limfocitelor sangvine periferice
poate fi o strategie promitatoare in tratarea carcinomului hepatocelular (104).

Tratamentul intratumoral la soarecii nuzi cu un vaccin viral vaccinia care
exprima IL-2 sau IL-12 induce inhibitia semnificativi a cresterii tumorilor
asociatd cu semne clare de toxicitate. La doze scdzute de virus, numai unele
animale aratd toxicitate. S-a urmarit activitatea celulelor NK, a celulelor B si a
factorilor proinflamatori (IFN7y, TNFa) la animalele tratate cw/fird toxicitate.
Dupa o sdptimana de tratament, animalele care prezintd simptome de toxicitate
legatd de citokine, prezintd cresteri dramatice ale catorva parametri. Numarul
mare de leucocite si limfocite in singe §i cresteri marcate ale celulelor NK si
CD25+ atat in sange cét si in splind, s-au asociat cu toxicitatea indusa de IL-2, in
timp ce toxicitatea indusd de IL-12 s-a asociat cu 0 mai mare cregtere a celulelor
CD25+ in singe si a celulelor CD71+ in splini. In schimb, activarea imuni a
animalelor fir3 toxicitate a fost observatd la doui zile de la tratament, iar aceasta
scade dramatic la 7 zile. Astfel, rispunsurile imune induse de terapia cu IL-2 si
IL-12 ar putea fi critice pentru lupta antitumorali care prelungeste supraviefuirea
si protejeazi de efecte adverse (105).

IL-12 stimuleazi raspunsul celular Thl si creste imunitatea antitumorald.
intr-un model experimental de glioblastom, s-au urmirit posibilele efecte
antitumorale ale IL-12 secretata intracerebral gi/sau subcutan, si au fost comparate
cu cele ale IL-2. Celulele de gliosarcom Rat 9L transduse retroviral cu gena IL-12
sau cu gena IL-2 (9L/IL-12 si, respectiv, 9L/IL-2) au fost rejectate complet cand
au fost inoculate subcutan. Celulele transduse implantate intracerebral au
dezvoltat tumori cerebrale progresive in rate reduse comparativ cu tumorile
cerebrale 9L, iar intarzierea cresteni tumorilor 9L/IL-2 a fost mai mare decat cea
a tumorilor 9L/IL-12. Cand sobolanii au fost imunizati subcutan cu celule 9L/IL-12
sau 9L/IL-2, cresterea tumorilor cerebrale 9L apérute la sobolani a fost supresata,
comparativ cu cea a tumorilor 9L la sobolanii naivi. Printre diversele combinatii
de inoculdri simultane de producitori de citokine subcutanat si intracerebral,
celulele 9L/IL-2, dar nu 9L/IL-12 inoculate intracerebral au fost rejectate cand
sobolanii au fost imunizati, fie cu celule 9L/IL-12, fie cu celule 9L/IL-2. Efectele
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antitumorale sinergice induse s-au corelat cu nivelurile de infiltrare a celulelor T
CD8+ si CD4+ in tumorile cerebrale. Activitatea citotoxica specific tumorala a
fost indusa la sobolani imunizati subcutan cu 9L/IL-2, dar nu in intregime la
sobolanii cu celule 9L/IL-12. Se sugereazi c&, activitatea antitumorald cu IL-2
este superioard celei cu IL-12, atat in inducerea celulelor T citotoxice, cat si in
recrutarea celulelor T activate in tumorile cerebrale (106).

GM/CSF este util pentru imunoterapia impotriva gliomului, deoarece
poate stimula celulele dendntice sa prezinte antigene tumorale. IL-2 este implicata
in expansiunea celulelor T, iar IL-12 dinjeazi raspunsul tip Thl. Fiecare dintre
aceste citokine poate induce singura regresia celulelor tumorale. Infuzia periferica
cu GM-CSF alitun fie de IL-2, fie de IL-12 si iradierea celulelor tumorale poate
conduce la cresterea supravietuirii gobolanilor cu tumori cerebrale 9L, comparativ
cu martorii. Celule de gliosarcom 9L au fost implantate in creierul sobolanilor
Fisher 344 singenici. Tratamentul cu GM-CSF si iradierea celulelor tumorale au
condus la o crestere a ratei de supravietuire la sobolani cu tumori intracerebrale
9L, comparativ cu animalele netratate. Adaugarea IL-2 sau IL-12 la terapia
celulelor tumorale cu GM-CSF creste ulterior rata de supravietuire la peste 90%.
Raspunsul antitumoral s-a asociat cu hipersensibilitate de tip intarziat impotriva
celulelor 9L si infiltrare crescutd a limfocitelor CD4+ gi CD8+ in tumora. Se
sugereaza, deci, ca infuzia combinatd de GM-CSF si alte citokine poate fi un
adjuvant eficient pentru tratarea tumorilor cerebrale (107).

Insertia genelor care codifica antigene specifice asociate tumorilor in
virusul vaccinia, este o posibilitate de vaccinare, deoarece cantititi mari de DNA
strdin pot fi stabil integrate In genomul poxvirusului, iar studiile recente au aritat
cresterea eficientei terapeutice a vaccinurilor bazate pe poxvirus cand au fost
folosite tratamente suplimentare cu citokine ca IL-2 sau IL-12, dar combinarea
acestor citokine ca adjuvanti pentru un virus vaccinia recombinant care codifica
antigenul asociat tumorii nu a fost raportat. Combinatia IL-2 si IL-12 in doze
sistemice este toxicd si uneori fatala, manifestandu-se, de cele mai multe on, sub
forma de apoptoza epiteliald. S-au inserat genele care codificd IL-2 si IL-12 in
virusul vaccinia, alituri de o gena a antigenului tumoral. Acest construct contine 5
gene heterologe: LacZ (antigenul), gpt (gena reporter), IL-2 i cele doud
subunitati ale IL-12 (p35 si1 p40). Tratamentul cu acest virus recombinat duce la
sciderea numirului de metastaze pulmonare, imbunititirea supravietuirii §i
toxicitate minima intr-un model tumoral murin. Acest tip de vaccinare poate
reprezenta o noua strategie in tratamentul si prevenirea cancerului (108).

S-a testat eficacitatea terapiei genice in tumorile hepatice de sobolan
pentru care s-a construit un vector retroviral GCIL12EIL2PN care codifica genele
de fuziune hIL-2 si mIL-12. Liniile celulare care contin aceste doua gene au fost
injectate direct in splind pentru a transfecta splenocitele la diferite intervale de
timp. Genele IL-2 si/sau IL-12 injectate direct in splind cresc nivelurile serice ale
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celor doud citokine §i amplifica activitatea celulelor NK, ceea ce poate inhiba
cresterea tumorilor. Terapia genicd cu IL-2/IL-12 are toxicitate scazutd si
acttvitate relativ crescutd a celulelor NK. Datele sugereaza, deci, ca gena
fuzionata IL-2/IL-12 poate fi folosita ca terapie sigura si eficienta contra tumorilor
hepatice (109).

Administrarea sistemicd a IL-12 si doze intermitente de IL-2 induc
regresia completd a carcinomului renal murin metastazic, regresie precedata de
recrutarea celulelor T CD8+, injurie vasculara, neovascularizatie tumorala afectata
si apoptoza, atdt pentru celulele epiteliale, cat si pentru celulele tumorale.
Combinatia IL-12/IL-2 amplifica sinergic expresia FasL la suprafata celulelor T
CD8+ in vitro si induce expresia Fas §i FasL in cadrul tumorilor printr-un
mecanism dependent de IFNvy in vivo. Capacitatea IL-12/IL-2 de a induce
distructia rapida a celulelor endoteliale asociate tumorii §i regresia metastazelor
este absenta la soarecii cu calea Fas/FasL afectata. Rolul critic al IFN7y endogen si
al caii Fas/FasL asupra unor efecte timpurii ale antiangiogenezei i asupra unor
radspunsuri antitumorale sugereaza cd, mecanismele imunitétii inndscute dirijate de
citokine §i raspunsurile mediate de celulele T CD8+ sunt interdependente.
Definirea evenimentelor moleculare timpurii critice angajate de IL-12/IL-2 pot
aduce noi perspective In angajarea terapeutica optimad a raspunsurilor imune
productive antitumorale ale gazdei (110).

Celulele adenocarcinomului ovarian uman exprima subunitétile IL-12RG1
si IL-12RB2. Cross-linking-ul IL-12R duce la fosforilarea kinazelor Tyk2, p44
(ERK1) si Akt si la activarea STATs 2, 3, 4 si 5. IL-12 induce stimularea
substantiald a expresiei la suprafatd a ligandului Fas in celulele de carcinom
ovarian insotitd de cresterea capacititii de a induce apoptoza in celulele Jurkat i
in limfocitele activate de PHA. Inducerea expresiei la suprafatd a FasL de citre
IL-12 nu se datoreaza stimulirii expresiei genei FasL, ci deregliarii MMPs-3 gi -7
si, ulterior, reducerii clivdni FasL de la suprafata celulei. Aceste efecte mediate de
IL-12 in celulele canceroase nelimfoide ar putea servi in terapia cancerului
ovarian bazata pe IL-12 (111).

S-a evaluat imunocitochimic expresia celulara a IL-2 i IL-12 in 10 cazun
de cancer pulmonar, dupid demonstrarea a doi markeri ai tumorilor endocrine
(cromogranina A si enolaza specific-neuronali). in 9 din cele 10 cazuri s-a
observat in tumori o reactie intensi pentru ambii markeri neuroendocrini. In
citoplasma s-au coexprimat intens ambele citokine. Se sugereaza un posibil rol al
acestora in proliferarea carcinomului neuroendocrin pulmonar (112).

Functia citotoxicd a celulelor NK umane este modulatd de o varetate de
citokine, printre care IL-2 si IL-12. Tributiltin este folosit intr-o gama larga de
produse alimentare si industriale, cum sunt cele lactate, carnea §i pestele. in
siangele uman sunt niveluri masurabile de tributiltin. Butiltinele cresc riscul
cancerizdrii §i infectiilor virale la subiectii expusi. Capacitatea celulelor NK de a
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ucide celulele tumorale este extrem de diminuati dupd o ori de expunere la
tributiltin si persistd chiar dupa indepartarea acestuia. Celulele NK inalt purificate
(peste 95% CD16+) sau un preparat limfocitar care contine atat limfocitele T cat
si celulele NK, au fost tratate cu 300 nM tributiltin, iar apoi, pentru revenirea
functiei lor, au fost expuse in mediu fira TBT si fira interleukine, cu 1000 U/ml
IL-2, 20 ng/ml IL-12, sau cu combinatia IL-2+IL-12 pentru 24 h, 48 h, 4 zile §i 6
zile, dar functia citotoxica a NK nu a revenit nici dupd 6 zile, cand interleukinele
n-au fost prezente in mediu. Totusi, o semnificativa revenire a functiei citotoxice a
NK s-a produs cand s-au introdus in mediu, in timpul perioadei de refacere a
functiei lor citotoxice, IL-2, IL-12 sau IL-2+IL-12 (113).

Tratamentul combinat IL-12 + IL-18

Ca s1 in cazul tratamentului IL-2 + IL-12, eficienta tratamentului IL-12 +
IL-18 este mai pronuntata in stoparea sau eradicarea cancerului, decat tratamentul
separat cu aceste citokine.

IL-12 in combinatie cu IL-18 are un efect sinergic in cresterea secretiei
I[FNvy st GM-CSF, in timp ce IL-18 singur are efect minim. IL-18 impiedica
celulele ganglionilor limfatici care dreneazi tumorile (TDLN) stimulate cu IL-12,
sd producd IL-10. Celulele TDLN au fost activate cu anticorpi monoclonali anti-
CD3/anti-CD28, si apoi stimulate cu IL-12 si/sau IL-18. Combinatia lor are efect
sinergic privind cresterea secrefiei IFNy si GM-CSF, ceea ce IL-18 singur nu
poate face. Celulele TDLN cultivate cu IL-12/IL-18 manifestd deci raspunsuri
citokinice fatd de un model Th1/Tcl. IL-12 i IL-18 stimuleazi celulele TDLN
CD4(+) si producerea amplificatd de IFN+y de citre celulele CD4(+) intr-o masura
mai mare decat celulele CD8(+). Un inhibitor al NF-kB supreseaza semnificativ
secretia [FNvy indusa de IL-12/IL-18, ceea ce confirma necesitatea activarii NF-kB
in semnalizarea IL-12/IL-18. In imunoterapia adoptiva, celule TDLN cultivate cu
IL-12 si IL-18, infiltrate in nodulii pulmonari tumorali si eradicate, stabilesc
metastaze mai eficient decat o fac celulele T generate numai cu IL-12 sau numai
cu IL-18. Depletia anticorpilor releva cd, atat celulele CD4+, cét si celulele CD8+
sunt implicate in rejectia tumorald indusa de celulele TDLN cultivate cu 1L-12/
IL-18. Deci, IL-12 si IL-18 pot fi folosite pentru generarea celulelor efectoni
antitumorale puternice CD4+ si CD8+ prin polarizarea sinergicd a celulelor
TDLN activate de anticorpi fata de un fenotip Thl si Tcl (114).

IL-12 si IL-18 mediazé sinergic raspunsul antitumoral prin productia de
IFN7 de citre celulele T 51 NK. Macrofagele stimulate cu aceste citokine produc,
de asemenea, IFN7y. Linii celulare de gliom murin VM-gliom si 203G au fost
marcate cu timidind tritiatd pentru stabilirea citotoxicititii macrofagelor. Ca
raspuns la stimularea combinati de catre IL-12 si IL-18, macrofagele exprima
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puternica activitate citotoxica impotriva celulelor de gliom in asociere cu cresterea
producerii de IFN7 si oxid de azot. Inhibitorii oxidului de azot anuleaza activitatea
citotoxica a macrofagelor, indusi de IL-12 si IL-18, in ciuda cregteriii productiei
IFNy. Neutralizarea IFN7y sau folosirea macrofagelor obtinute de la soareci fara
gena IFNvy reduc marcat nu numai activitatea citotoxica, ci §i productia NO.
Depletia celulelor T si NK din populatia de macrofage, prin tratamentul cu
anticorpi plus complement, reduce usor activitatile macrofagelor, sugerand ca
acestea sunt celulele efectorii principale, celulele T i NK participd numai partial
la citotoxicitate. Macrofagele stimulate cu IL-12 si IL-18 produc IFN7y si NO,
care, in schimb, mediaza raspunsul antigliom. Deci, macrofagele, ca si celulele
T s1 NK joaci un rol important in rispunsurile antitumorale stimulate de IL-12 si
IL-18 (115).

Terapia elelctro-genica cu IL-12 induce semnificativa imunitate antitu-
morala. IL-18 actioneazd sinergic cu IL-12 pentru amplificarea raspunsurilor Thl
si IFNv. Plasmidele care exprima gena pentru IL-12 sau pentru IL-18 au fost
cotransfectate in tumorile subcutane murine CT26. Terapia electrogenicd cu
IL-12 + IL-18 inhiba cregterea tumoni mai eficient decat terapia electrogenici cu
EGT, ceea ce explicd nivelul semnificativ mai inalt de IFN"y din tumori. Infiltrarea
marcatd a tesutului tumoral cu limfocitele T CD8+ a fost confirmata atat prin
terapia electro-genica cu IL-12, cét gi cu IL-12 + IL-18. Terapia electrogenici cu
IL-12 + IL-18, dar nu terapia electrogenici cu IL-12 supreseazd marcat tumorile
contralaterale netratate. In concluzie, terapia electrogenici cu cele doui citokine
este o terapie genicd antitumorala eficienta (116).

Au fost transfectate genele IL-12 si/sau IL-18 in celulele de cancer vezical
de soarece MBT2 prin transferul genei mediat de lipozomi. Celulele MBT2
parentale, MBT2 transfectate cu IL-12, MBT2 transfectate cu IL-18 sau MBT2
transfectate cu ambele (IL-12 si IL-18) au fost injectate subcutan sau intravenos la
soarecii C3H singeneici. MBT2/IL-12, MBT2/IL-18 si MBT-2/Both au fost
complet rejectate dupd injectarea subcutana sau intravenoasi la soarecii singenici.
Pentru a se analiza mecanismul rejectiei tumorale, aceste clone au fost injectate
subcutan la soareci nuzi naivi si la cei depletati de celulele NK prin tratament cu
anticorpi. Efectul antitumoral al celulelor MBT2/IL-18 este partial eliminat cand
sunt injectate la soareci nuzi depletati de celulele NK prin tratament cu anticorpi.
MBT2/Both au fost complet rejectate la ambii goareci nuzi, cu sau fara celulele
NK. Deci, celulele T si NK par si joace roluri importante in efectele antitumorale
exercitate prin secrefia IL-12 i, respectiv, IL-18, iar MBT2/Both poseda ambele
mecanisme (117).

IL-18 este o citokind care induce activitatea IFNv, astfel favorizand calea
Thl. Limfocite obtinute din efuzii pleurale maligne au fost inoculate cu IL-2,
IL-12 sau IL-18 cu/fard anticorpi CD3a. S-a aritat ca IL-18 singur nu are nici un
efect semnificativ asupra limfocitelor asociate efuziilor pleurale in ceea ce
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priveste productia de citokine, proliferarea limfocitelor sau citotoxicitatea tintelor
tumorale. IL-18 nu are nici un efect aditiv sau sinergic asupra limfocitelor
asociate efuziilor pleurale co-cultivate cu IL-2, IL-12 sau CD3c. Ins3, cind IL-18
este folosit Tmpreund cu IL-12, a fost obtinut cel mai mare raport IFNv/IL-10,
sugerand ca aceste doud citokine au un efect aditiv in conducerea limfocitelor
derivate din efuziile pleurale de pe calea Th2 pe calea Thl (118).

Enzima indolamin 2,3-dioxigenaza a carei crestere este stimulata de IFNy
are rol adjuvant in terapia osteosarcomului. Activarea crescutd a enzimei induce
degradarea intracelulara a aminoacidului esential triptofan si astfel activeaza
apoptoza celulelor osteosarcomului uman. Combinatia IL-12 + IL-18 amplifica
activitatea enzimei in liniile de osteosarcom HOS s§i MG63 in prezenta
limfocitelor activate. Cresterea ei este numai partial inhibatd prin blocarea
expresietl IFNy. Deci, IL-12 si IL-18 sau chiar combinatia lor induc exprimarea
acestei enzime pe 1anga calea deja cunoscuti a [FNvy (119).

IL-12 si IL-18 potenteaza imunitatea innascuta in diverse modele tumorale
experimentale. Celulele NK transferate adoptiv cu IL-12/IL-18 sunt esentiale si
colaboreaza cu celulele NK proprit gazdei, in imunitatea naturald impotriva
cregterii tumorilor singenice ALC si MC57X. Aceasta s-a vizut la injectarea
soarecilor C57BL/6 cu anticorpi antiasialo GM1 care eliminid selectiv celulele
NK. Prin injectarea soarecilor normali B6 cu anticorpi anti-IL-2 si/sau anti-IFN7,
s-a putut demonstra cd imunitatea innascuté eficienta impotriva ambelor tipuni de
tumori singenice este dependentd de producerea de IL-2 si IFNvy de catre celulele
NKT transferate. In studiile in vitro se confirmi atét secretia IL-2 si IFNy de citre
celulele NKT activate de IL-12/IL-18, cat si rolul lor in colaborare cu celulele NK
pentru liza tintelor tumorale ALC si MC57X singenice. Se discuta, in premiera, de
o functie antitumorali a celulelor NKT IL-12/IL-18 transferate la gazde singenice
care oferi bazele unei noi modalititi de imunoterapie celulard a cancerului (120).

IL-12 si IL-18 participa la imunologia tumorala. Nivelurile lor serice s-au
determinat la 70 de pacienti cu carcinom esofagian si la 15 martori. La primii,
nivelurile serice erau mai crescute fatd de marton. La cei cu tumoni, nivelurile se
coreleazd cu cresterea §i progresia tumorii. S-ar putea, de asemenea, corela cu
profunzimea invaziei, putind fi utile ca markeri tumorali pentru acest tip de
cancer (121).

Citokinele joaci roluri importante in expresia moleculelor de adeziune i
in functia celulelor efectorii antitumorale in sistemul imun. Expresia ICAM-1
asupra celulelor de osteosarcom uman este semnificativ amplificata de IL-12, dar
numai cand sunt cocultivate, si deci, in contact cu limfocite periferice. Anticorpi
anti-IFN7y elimind acest efect. Daca celulele de osteosarcom uman si limfocitele
periferice sunt separate in coculturi, IL-18 ar putea substitui contactul intercelular,
facilitind amplificarea ICAM-1 mediata de IL-12. Addugarea IL-18 amplifica, de
asemenea, activitatea antitumorald a NK. Imunomodularea pe calea terapiei cu
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citokine conduce la imbunatitirea eradicdni osteosarcoamelor rezistente la
chemoterapie (122).

IL-18 este o citokina de tip Thl care sinergizeaza cu IL-12 §i IL-2 in
stimularea producerii de IFNy de catre limfocite. Proteina de legare a IL-18
(IL-18BP) este un inhibitor recent descoperit, distinct de familiile de receptoni
IL-1 s1 IL-18. IL-18Bpa, izoforma IL-18BP cu cea mai mare afinitate pentru
IL-18, este puternic indusa de IL-12 in PBMC umane. Alte citokine Thl ca [FNv,
IL-2, IL-15 si IL-18 pot, de asemenea, s creasci expresia IL-18BP. Dimpotriva,
IL-1a, IL-18, TNFa si proteina 10 de inducere a IFNv, dar nu citokinele Th2, ca
IL-4 s1 IL-10, nu induc IL-18BP. Desi monocitele sunt sursa primara a IL-18BPa,
inducerea acesteia de catre IL-12 este mediata prin I[FNvy produs predominant de
NK. Productia de IL-18BPa s-a observat la cei cu cancer tratati cu rIL-12 uman si
corelat cu magnitudinea producerii de IFNY. Feed-back-ul negativ IFNy/IL-18BPa
poate controla activitatea imund de citre citokine care sinergizeaza cu IL-18
pentru a induce IFN9, si joacd un rol cheie in modularea imunitatii innascute gi
dobandite (123).

IL-12 in terapia cancerului combinatd cu terapia electrogenicd

Terapia antitumorald care implici terapia electrogenicé este o noud metoda
de transfer genic in vivo folosind electroporarea. S-a structurat un model de
terapie electrogenicd in vivo de celule CT26 de carcinom de colon, care au fost
introduse subcutan folosind plasmidele DNA care codifici subunitifile
interleukinei IL-12. Astfel, s-au dezvoltat doud sisteme de expresie a IL-12. Un
prim sistem de cotransfer folosind un plasmid care exprima subunitatea p40 IL-12
st un plasmid care codificd subunitatea p35 IL-12, ca §i un sistem cu un singur
vector ce foloseste un plasmid care exprimi proteina de fuziune p40-p35. Ambele
sisteme de transfer inhibd semnificativ cresterea tumorii CT26. Tumorile tratate
prin terapia electrogenica IL-12 aratd o infiltrare marcata de celule CD8+ si se
confirmd expresia crescutd a IFNvy in tumori. Terapia electrogena cu IL-12 poate
stabili partial imunitate antitumorala sistemica. De asemenea, cresterea tumorilor
Renca tratate prin terapie electrogend, un carcinom al celulelor renale, este, de
asemenea, semnificativ inhibatd. Deci, terapia electrogenicd cu gena IL-12 are
potentialul de a fi o terapie genicd anticanceroasa eficienta (124).

IL-12 este o citokind proinflamatorie cu activitate antitumorald. Plasmide
cu sau fard gena IL-12 de soarece au fost injectate in tumori SCCVII de la soarect
C3H/HeJ, dupd care s-au aplicat pulsuri electrice, proces numit terapie
electrogenicd. Primul tratament s-a aplicat cind tumora era de 4-6 mm ¢, iar al
doilea dupai alte 7 zile. Electroporarea a 20 ug sau 40 pug de plasmide DNA IL-12
a eradicat tumora la 40% din soareci.
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Terapia electrogenicad s-a asociat cu expresia crescuta a IL-12, IFNv, a
monokinelor induse de IFNy si a proteinei 10 inductibild de catre interferon, ca si
cu scaderea densitdtii vaselor si cresterea infiltrarii celulelor T CD8+ dupi a doua
administrare.

Aceastd metoda pare sa fie eficientd in reducerea cresterii tumorii prin
declansarea unor efecte antiangiogenice §i a unui raspuns imun. Memoria
antitumorald s-a observat ci dureazi mai mult de 11 luni. Deoarece terapia
elelctrogenicd cu IL-12 este eficientd si usor de administrat, ar putea fi aplicabild
in tratamentul malignitétilor accesibile electrozilor, cum ar fi carcinoamele
spinocelulare de cap si gat (125).

Electroporarea in vivo a genei murine pentru IL-12 intr-un plasmid de
expresie, a fost evaluatd pentru activitatea antitumorala. Transferul electroporirii
pIL-12 in mugchiul cvadriceps al soarecilor scade semnificativ nivelurile serice
ale IL-12 gi ale IFNv. Electroporarea pIL-12 intramuscular duce la regresia
completd sau inhibitia substantiali a limfomului B-celular 38C13, iar fari
electroporare gena IL-12 are efecte slabe terapeutice. Electroporarea in vivo a
genei IL-12 a fost eficientd si in supresia tumorilor subcutane §i a metastazelor
pulmonare de adenocarcinom de colon CT-26, ca §i in melanomul B16F1. Deci,
electrotransferul intramuscular al genei IL-12 poate reprezenta o strategie simpli
si eficienta in tratamentul cancerului (126).

Soarecii cu melanom murin B16F10 au fost tratati intratumoral sau cu
injectii intramusculare cu plasmide care codificd IL-12, tratament urmat de
electroporarea in vivo. Tratamentul intratumoral duce la vindecarea cu 47% a
soarecilor cu tumori, iar 70% dintre acestia au fost rezistenti la o noud introducere
a celulelor B16F10. Tratamentul intramuscular nu regreseaza tumora. Tratamentul
intratumoral duce la cresterea nivelului intratumoral al IL-12 si IFNY, la influxul
de limfocite T si la scaderea vascularitatii. La soarecii nuzi nici unul dintre aceste
tratamente nu a avut succes (127).

Administrarea IL-12 sub forma de proteind recombinanta poate duce la
toxicitate severd, iar terapia genicd are succes limitat impotriva melanomului
murin B16F10. Trei injectii intratumorale cu plasmide care codifica IL-12 au oprit
aparitia, la 80% din soareci, a tumorii, timp de 100 de zile. Aceste animale erau
rezistente la o reprovocare cu celule B16. Soarecii care au primit intravenos celule
B16F10, au fost apoi tratati cu injectii intramusculare cu plasmide cu/fird
electroporare. Numai 37% din soarecii astfel tratati au dezvoltat noduli pulmonari
s1 87.5% din cei netratati. Deci, administrarea unor plasmide care codifica IL-12
cu electroporare are un efect terapeutic pe tumorile primare, pe cele la distantd, ca
s1 pe cele metastazice (128).

Tratamentul in vivo cu DNA recombinant al bacilului Calmette-Guerin
(BCG) (multi-rBCG) este eficient antitumoral, atingdnd maximul la 7 zile dupa
electroporare, in cazul tumorlor de vezici, xenogrefate, murine MBT-2.
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Tratamentul cu acest vaccin plus mIL-12 inhibd semnificativ cresterea tumorilor
de soarece C3H/heN cu producerea de citokine tip Thl, respectiv IFN+y si IL-12.

Tratarea cu multi-rBCG si.sau mlIL-12 induce infiltrarea cu celule T
CD4+/CD8+ si expresia NK in tumori. Dimpotrivd, soarecii nuzi atimici tratati la
fel, nu arata celule imune semnificative in tumori si mor din cauza cresterii rapide
a acestora.

in concluzie, folosirea multi-rBCG + IL-12 prin electroporare ar putea fi o
imunoterapie eficientd pentru cancerul vezical, efecte antitumorale corelate atat cu
aparitia limfocitelor tip Th1, cat si cu imunitatea citotoxica mediatd de NK (129).
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