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1. Wstêp

Pod koniec XIX wieku zaobserwowano, ¿e barw-
niki wstrzykniête do cia³ zwierz¹t wybarwiaj¹ okre�-
lone tkanki. Paul E h r l i c h  w 1906 r. postulowa³,
¿e jest mo¿liwe po³¹czenie barwników z niektórymi
metalami o w³a�ciwo�ciach toksycznych. Mo¿e to byæ
drog¹ do stworzenia nowego rodzaju leków tkankowo-
specyficznych [18]. Kontynuacj¹ tej my�li s¹ prowa-
dzone w ci¹gu ostatnich kilkudziesiêciu lat badania
nad immunotoksynami, które maj¹ byæ wykorzystane
w celowanej terapii przeciwnowotworowej.

Konwencjonalne terapie stosowane obecnie w le-
czeniu nowotworów maj¹ liczne ograniczenia. Radio-
terapia oddzia³uje negatywnie nie tylko na nowotwór,

ale równie¿ na normalne, zdrowe tkanki z nim s¹sia-
duj¹ce. Wiêkszo�æ chemioterapeutyków oraz promie-
niowanie jonizuj¹ce, wykorzystywane w radioterapii,
powoduj¹ uszkodzenia DNA prowadz¹ce do mutacji,
które s¹ jedn¹ z przyczyn powstawania nowotworów.
Z kolei chirurgiczne usuniecie tkanki nowotworowej
ma zastosowanie wy³¹cznie na wczesnych etapach
rozwoju raka i nie ma zastosowania w przypadku
nowotworów hematologicznych [64].

Od pocz¹tku historii badañ nad immunotoksyna-
mi, koncepcje dotycz¹ce ich konstrukcji przybiera³y
wiele form. Na pocz¹tku koniugaty syntetyzowano
metodami chemicznymi z wykorzystaniem przeciwcia³
(pocz¹tkowo poliklonalnych, pó�niej wypartych przez
przeciwcia³a monoklonalne) oraz toksyn hamuj¹cych
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produkcjê bia³ek na poziomie rybosomalnym. Próbo-
wano równie¿ wykorzystaæ inne cz¹steczki wyka-
zuj¹ce powinowactwo do powierzchni komórek no-
wotworowych, takie jak hormony, czynniki wzrostu,
cytokiny, transferrynê, "-2-makroglobulinê oraz inne
cz¹steczki zdolne do oddzia³ywania ze strukturami
powierzchniowymi znajduj¹cymi siê na komórkach
nowotworowych [18].

Do produkcji immunotoksyn u¿ywa siê ró¿nych
toksyn pochodzenia ro�linnego (rycyna, abryna, ge-
lonina czy saporyna), grzybicznego (restryktocyna),
zwierzêcego (cytotoksyczne kationowe peptydy z jadu
kobry indochiñskiej � Naja naja siamensis) [65] oraz
bakteryjnego (toksyna b³onicza, egzotoksyna A Pseudo-
monoas aeruginosa) [64]. Wykazuj¹ one bardzo silne
w³a�ciwo�ci toksyczne, niewielka ich ilo�æ po dostaniu
siê do komórki jest w stanie spowodowaæ jej �mieræ.
W przypadku najsilniejszych z nich wystarczy wnik-
niêcie zaledwie jednej cz¹steczki [61]. Wiêkszo�æ grup
badawczych konstruuje immunotoksyny na bazie tok-
syny b³oniczej Corynebacterium diphtheriae, egzotok-
syny A P. aeruginosa oraz rycyny z Ricinus communis.

W oparciu o datê odkrycia, metodê konstrukcji
oraz skuteczno�æ mo¿na wyró¿niæ trzy generacje im-
munotoksyn.

Immunotoksyny pierwszej generacji by³y prymi-
tywnymi cz¹steczkami sk³adaj¹cymi siê z kompletnego
bia³ka toksyny z wprowadzonymi mutacjami, maj¹-
cymi na celu inaktywacjê domeny wi¹¿¹cej receptor. Do
toksyny do³¹czano metodami chemicznymi (poprzez
wytworzenie mostków dwusiarczkowych lub wi¹zañ
amidowych) przeciwcia³a poliklonalne, które z czasem
zosta³y wyparte przez przeciwcia³a monoklonalne.
Cz¹steczki tego typu wykazywa³y niski stopieñ pene-
tracji tkanki nowotworowej oraz przed³u¿ony okres
po³owicznego rozpadu, wi¹¿¹cy siê z wystêpowaniem
niepo¿¹danych skutków ubocznych. Ponadto ze wzglê-
du na du¿y rozmiar, cz¹steczki te indukowa³y wysok¹
immunogenno�æ ogóln¹, co znacz¹co obni¿a³o ich
skuteczno�æ [64].

Kolejnym krokiem w kierunku zniwelowania wad
i zwiêkszenia skuteczno�ci by³o stworzenie drugiej ge-
neracji immunotoksyn. Toksyny w nich wykorzystane
by³y ca³kowicie pozbawione domeny wi¹¿¹cej recep-
tor, a cz¹steczkê no�nikow¹ do³¹czano metodami in¿y-
nierii genetycznej. W celu zwiêkszenia specyficzno�ci
jako cz¹steczki no�nikowe wykorzystano fragmenty
przeciwcia³ rekombinowanych oraz cDNA koduj¹ce
czynniki wzrostowe lub cytokiny, wykazuj¹ce powino-
wactwo do cz¹steczek powierzchniowych ulegaj¹cych
nadekspresji w komórkach nowotworowych [12, 64].

Ostatni¹ i najnowsz¹ grup¹ s¹ immunotoksyny
trzeciej generacji, czyli tzw. immunotoksyny bispecy-
ficzne. Ich cech¹ charakterystyczn¹, od której wywo-
dzi siê ich nazwa, jest zdolno�æ do rozpoznawania

dwóch ró¿nych struktur na powierzchni komórek no-
wotworowych. Dziêki tej innowacji uzyskano znacz-
ny wzrost specyficzno�ci oraz spadek niepo¿¹danej
toksyczno�ci [64, 84].

W poni¿szej pracy przedstawiono obecny stan wie-
dzy na temat budowy, sk³adników oraz wykorzystania
immunotoksyn w celowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej, z któr¹ onkologia wi¹¿e coraz wiêksze nadzieje.

2. Toksyny bia³kowe

Mechanizm cytotoksyczno�ci immunotoksyn zale-
¿y od zastosowanej do ich konstrukcji toksyny. G³ów-
nie s¹ to bia³ka hamuj¹ce translacjê. Wykazuj¹ one
liczne podobieñstwa w sposobie dzia³ania jak równie¿
w strukturze.

2.1. Toksyny bakteryjne

Zarówno toksyna b³onicza C. diphtheriae jak i eg-
zotoksyna A P. aeruginosa posiadaj¹ domenê katali-
tyczn¹, która przeprowadza reakcjê ADP-rybozylacji
czynnika translacyjnego EF-2. Jednak¿e poza iden-
tycznym mechanizmem hamuj¹cym translacjê, PE
i DT ró¿ni¹ siê znacz¹co pod wzglêdem sekwencji
aminokwasowej oraz rozmieszczenia poszczególnych
domen w cz¹steczce [42, 51].

2.1.1. Toksyna b³onicza
Corynebacterium diphtheriae (DT)

DT jest bia³kiem o d³ugo�ci 535 aminokwasów,
sk³adaj¹cym siê z jednego ³añcucha [42]. Wytwarzane
jest przez C. diphtheriae � tlenow¹, Gram-dodatni¹
pa³eczkê, która wywo³uje b³onicê. W strukturze tego
bia³ka mo¿na wyró¿niæ fragment A zawieraj¹cy enzy-
matyczn¹ domenê C (aminokwasy 1�193) znajduj¹c¹
siê na C-koñcu oraz fragment B, w sk³ad którego
wchodzi domena wi¹¿¹ca R (aminokwasy 482�535)
oraz domenê T � transmembranowa (aminokwasy
205�379), która zawiera dziewiêæ "-helis. Pierwsze
trzy helisy tworz¹ rejon amfipatyczny, który pomaga
w stabilizacji cz¹steczki na powierzchni b³ony komór-
kowej. Helisy 5, 6, 8 i 9 s¹ niepolarne, uprotonowanie
ich anionowych reszt prowadzi do utraty ³adunku,
co pozwala domenie C na przej�cie przez b³onê.
W formie monomerycznej DT wykazuje w³a�ciwo�ci
toksyczne i ma kszta³t litery Y, natomiast w postaci
dimeru jest nietoksyczna [64].

W formie natywnej toksyna b³onicza wi¹¿e siê do
nab³onkowego czynnika wzrostu wi¹¿¹cego heparynê
(HB-EGF), który znajduje siê w b³onie komórkowej.
Nastêpnym etapem jest transport DT do retikulum
endoplazmatycznego w postaci pêcherzyka, który po-
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wstaje na drodze endocytozy zale¿nej od receptora.
Dynamina, bêd¹ca rozpuszczalnym bia³kiem cyto-
plazmatycznym u³atwia od³¹czenie siê pêcherzyka od
b³ony komórkowej. Podczas transportu przez cytozol,
pêcherzyk zostaje op³aszczony przez klatrynê, która
tworzy wokó³ niego strukturê przypominaj¹c¹ klatkê.
Tu¿ przed po³¹czeniem siê pêcherzyka z retikulum en-
doplazmatycznym klatryna zostaje od³¹czona. ATPazy
znajduj¹ce siê w pêcherzyku odpowiadaj¹ za zakwasze-
nie wewnêtrznego �rodowiska do pH = 6. W kwaso-
wym pH domena T ulega zmianom konformacyjnym,
w wyniku czego ulega czê�ciowemu rozfa³dowaniu,
a hydrofobowe ³añcuchy boczne zostaj¹ wyekspono-
wane na zewn¹trz cz¹steczki bia³ka. W ten sposób tok-
syna b³onicza na�laduje strukturê bia³ek b³onowych
(transmembranowych), co zapewnia ³atwiejsze wbu-
dowanie siê do b³ony pêcherzyka [68]. Kolejnym eta-
pem jest utworzenie kana³u, poprzez który domena C
mo¿e przemie�ciæ siê do cytoplazmy, gdzie nastêpuje
redukcja wi¹zania dwusiarczkowego i od³¹czenie od
domeny T. Bia³ko Hsp 90 odpowiada za uzyskanie
prawid³owej struktury trzeciorzêdowej przez domenê
C. Receptor (HB-EGF) wraca do b³ony komórkowej
poprzez egzocytozê, natomiast pozosta³o�ci domeny T
i B zostaj¹ zdegradowane [64] (rys. 1).

Wewn¹trz cytoplazmy domena katalityczna prze-
nosi cz¹steczkê ADP rybozy z NAD na 715 resztê
zmodyfikowanej posttranslacyjnie histydyny (zwanej
diftamid) w cz¹steczce czynnika translacyjnego EF-2
[86]. Powoduje to jego inaktywacjê w wyniku czego
zatrzymana zostaje synteza bia³ek i komórka umiera
[21]. Jest to reakcja nieodwracalna, podczas której
zachodzi zmiana konfiguracji NAD z anomeru $ do ".
Czynniki translacyjne EF-2 wystêpuj¹ce u eukariotów,
dro¿d¿y i archeonów s¹ wra¿liwe na toksyny ADP-
rybozyluj¹ce, natomiast bakteryjne EF-2 s¹ niewra¿-
liwe. Mutanty niezdolne do wytwarzania diftamidu
wykazuj¹ odporno�æ na dzia³anie DT [64].

2.1.2. Egzotoksyna A Pseudomonas aeruginosa (PE)

P. aeruginosa jest Gram-ujemn¹ bakteri¹ bêd¹c¹
patogenem oportunistycznym. Najpowa¿niejszymi cho-
robami wywo³ywanymi u ludzi przez P. aeruginosa s¹:
ostry wewn¹trzga³kowy infekcyjny stan zapalny, zapa-
lenie wsierdzia, aseptyczne zapalenie opon mózgowo-
rdzeniowych, posocznica oraz zapalenia p³uc u osób
chorych na mukowiscydozê.

Egzotoksyna A nale¿y do rodziny mono-ADP-rybo-
zylotransferaz. £añcuch bia³kowy ma d³ugo�æ 638 ami-
nokwasów, z czego 613 aminokwasów tworzy w³a�ci-
we bia³ko, natomiast pozosta³e 25 wchodzi w sk³ad
silnie hydrofobowego peptydu sygnalnego, który jest
odcinany podczas sekrecji. Na N-koñcu znajduje siê
domena Ia (aminokwasy 1�252), która jest odpowie-

dzialna za rozpoznanie komórki. Domena II (amino-
kwasy 253�364) zbudowana jest z sze�ciu ci¹g³ych
" helis nastêpuj¹cych po sobie i jest niezbêdna do tego,
aby zasz³a translokacja domeny katalitycznej poprzez
b³onê. Funkcja domeny Ib (aminokwasy 365�404) nie
zosta³a dotychczas dok³adnie zbadana, ale przypuszcza
siê, ¿e mo¿e byæ potrzebna podczas sekrecji toksyny.
Domena III (aminokwasy 405�613) wraz z czterema
ostatnimi aminokwasami domeny Ib (400�404) tworz¹
katalityczn¹ czê�æ bia³ka, która jest odpowiedzialna
za proces zahamowania syntezy bia³ek w komórkach
docelowych [1, 50, 95].

Pierwszym etapem w mechanizmie cytotoksycz-
no�ci PE jest odciêcie lizyny 613 na C-koñcu przez
karboksypeptydazê wystêpuj¹c¹ w osoczu, dziêki cze-
mu motyw REDLK ulega zmianie i powstaje REDL,
który dzia³a jak sygna³ kieruj¹cy do retikulum endo-
plazmatycznego. Nastêpnie domena Ia wi¹¿e siê z re-
ceptorem CD91 zwanym równie¿ "2MR/LRP, który
znajduje siê na powierzchni komórki. Po zwi¹zaniu siê
do powierzchni komórki egzotoksyna A mo¿e wnikn¹æ
do komórki na dwa sposoby [37, 40, 95].

Rys. 1. Mechanizm dzia³ania toksyny b³oniczej (DT).
Toksyna DT po wnikniêciu do komórki przechodzi proteolizê a nastêp-
nie redukcjê mostków dwusiarczkowych w celu oddzielenia domeny
katalitycznej (³añcuch A DT) od domeny wi¹¿¹cej (³añcuch B DT).
DT jest przecinane pomiêdzy aminokwasami 193 i 194. Nastêpnie kata-
lityczny ³añcuch A przemieszcza siê wewn¹trz endosomu, przy pomocy
domeny translokacyjnej (T), która tworzy kana³ w b³onie endosomu,
przedostaje siê do cytozolu. �mieræ komórki spowodowana przez DT

przebiega podobnie do apoptozy. EF2 � czynnik elongacyjny 2.
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Wiêkszo�æ cz¹steczek PE dziêki obecno�ci specy-
ficznego receptora wnika za po�rednictwem endocy-
tozy klatryno-zale¿nej. We wczesnych endosomach PE

pod wp³ywem lekko kwasowego �rodowiska od³¹cza
siê od CD91, przechodzi zmiany konformacyjne i jest
przecinane przez furynê pomiêdzy 279 arginin¹ a 280
glicyn¹ w wyniku czego powstaje N-koñcowy frag-
ment o masie 27 kDa oraz C-koñcowy fragment o ma-
sie 37 kDa, zawieraj¹cy domenê Ib, II oraz III. Oba te
fragmenty pozostaj¹ po³¹czone mostkiem dwusiarcz-
kowym pomiêdzy cysteinami 265 i 287. W lekko kwa-
sowym �rodowisku endosomów bia³ko ulega rozfa³-
dowaniu, powoduje to wyeksponowanie wi¹zania
dwusiarczkowego, a nastêpnie redukcjê przy udziale
izomerazy disulfidowej, w wyniku czego uwalniany jest
C-koñcowy fragment zawieraj¹cy domenê katalityczn¹.
Nastêpnie fragment ten przemieszcza siê za po�rednic-
twem pó�nych endosomów i drogi Rab9-zale¿nej do
sieci trans aparatu Golgiego. Tam na drodze pH-zale¿-
nej wi¹¿e siê do receptora rozpoznaj¹cego sekwencjê
KDEL poprzez sekwencjê REDL, która j¹ imituje.
W skutek tego C-koñcowy fragment PE zostaje prze-
transportowany do retikulum endoplazmatycznego
w czym uczestniczy kinaza tyrozynowa Src [40, 93, 96].

Druga droga, za pomoc¹ której PE mo¿e dostaæ siê
do cytoplazmy wymaga zwi¹zania przez cz¹steczkê
toksyny oprócz CD91 równie¿ DRM (mikrodomeny
odpornej na detergenty), PE zostaje wtedy przetrans-
portowane do wczesnych endosomów za po�red-
nictwem specyficznych endosomów (caveosomes) na
drodze Rab5-zale¿nej. We wczesnych endosomach PE
ulega takim samym przemianom jak w przypadku
pierwszej drogi wnikania, a nastêpnie przemieszcza
siê bezpo�rednio do retikulum endoplazmatycznego za
po�rednictwem drogi Rab6-zale¿nej. Kiedy ju¿ 37 kDa
fragment C-koñcowy znajdzie siê w retikulum endo-
plazmatycznym, wówczas sekwencje znajduj¹ce siê
w domenie II indukuj¹ sekrecje tego fragmentu do cy-
tozolu w czym uczestniczy translokon Sec61p [36, 95].

Kiedy enzymatycznie aktywna czê�æ PE znajdzie siê
w cytoplazmie, katalizuje ona reakcjê ADP-rybozylacji
czynnika translacyjnego EF-2 przebiegaj¹c¹ wed³ug
tego samego mechanizmu jaki wystêpuje w przypadku

Rys. 2. Mechanizm dzia³ania egzotoksyny A P. aeruginosa (PE).
Egzotoksyna PE po wnikniêciu ulega proteolizie a nastêpnie redukcji
mostków dwusiarczkowych w wyniku czego nastêpuje oddzielenie dome-
ny katalitycznej (domena III PE) od domeny wi¹¿¹cej (domena Ia PE).
W cz¹steczce PE nastêpuje usuniêcie C-koñcowej lizyny (K) jak równie¿
przeciêcie pomiêdzy aminokwasami 279 i 280, w wyniku czego powstaje
37 kDa C-koñcowy fragment zakoñczony sekwencj¹ REDL. Fragment ten
z kolei jest transportowany dziêki zwi¹zaniu receptora KDEL w aparacie
Golgiego do retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie na koniec ulega
przemieszczeniu do cytozolu. �mieræ komórki spowodowana przez PE

przebiega podobnie do apoptozy. EF2 � czynnik elongacyjny 2.

Rys. 3. Egzotoksyna A P. aeruginosa (PE).
Rysunek przedstawia strukturalne i funkcjonalne domeny PE. Domena Ia (aa 1�252) pe³ni funkcjê domeny wi¹¿¹c¹ receptor. Domena II (aa 253�364)
jest niezbêdna do translokacji toksyny poprzez b³ony komórkowe. Domena katalityczna o aktywno�ci ADP-rybozylotransferazy (aa 40 0�613) sk³ada
siê z fragmentu domeny Ib (aa 365�404) oraz domeny III (aa 405�613). Miejsce ciêcia rozpoznawane przez furynê (aa 274�280) znajduje siê

wewn¹trz domeny II, natomiast sekwencja zatrzymania ER (aa 609�613) na C-koñcu i stanowi wa¿ny motyw PE.
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DT. Ostanie badania struktury PE wskazuj¹ na to,
¿e interakcja tego bia³ka z EF-2 ³udz¹co przypomina
normalne oddzia³ywanie EF-2 z podjednostk¹ 60S
rybosomu [31, 81, 95].

2.2. Toksyny ro�linne

Bia³ka inaktywuj¹ce rybosomy (RIP)
Bia³ka inaktywuj¹ce rybosomy (RIP) s¹ rodzin¹

toksyn ro�linnych, które uszkadzaj¹ rybosomy w spo-
sób nieodwracalny. Mo¿na je podzieliæ na dwa typy.
RIP typu I (hemitoksyny) s¹ zbudowane z jednego ³añ-
cucha bia³kowego, wykazuj¹cego analogiê funkcjo-
naln¹ do ³añcucha A np. rycyny albo abryny, jednak¿e
z powodu braku ³añcucha B s¹ du¿o mniej toksyczne.

RIP typu II (holotoksyny), np. rycyna, abryna, s¹
heterodimerami o masie oko³o 60�65 kDa, w sk³ad
których wchodzi enzymatycznie aktywny ³añcuch A
po³¹czony mostkiem dwusiarczkowym z ³añcuchem
B, który pe³ni funkcjê domeny wi¹¿¹cej i mo¿e ³¹czyæ
siê z receptorami znajduj¹cymi siê na powierzch-
ni komórki, zakoñczonymi grup¹ galaktozylow¹. Jest
równie¿ bardzo prawdopodobne, ¿e ³añcuch B odpo-
wiada za kontrole wewn¹trzkomórkowego transportu
³añcucha A oraz jego translokacje poprzez b³ony orga-
nelli komórkowych [18].

Bia³ka inaktywuj¹ce rybosomy s¹ rRNA N-gliko-
zydazami, poniewa¿ mog¹ usun¹æ pojedyncz¹ resztê
adeninow¹ z rRNA [13, 18]. W przypadku holotoskyn
domena B wi¹¿e siê z powierzchni¹ komórki, nastêpnie
katalityczna domena A ulega translokacji do cytozolu.
Aby proces ten przebiega³ prawid³owo, niezbêdna jest
redukcja mostku dwusiarczkowego ³¹cz¹cego obie
omeny. Dok³adny mechanizm przemieszczenia dome-
ny A przez b³onê komórkow¹ nie jest znany, proces
ten jest najprawdopodobniej ró¿ny dla poszczegól-
nych toksyn ro�linnych. RIP uniemo¿liwiaj¹ przy³¹-
czanie siê czynnika translacyjnego EF-1 i EF-2 do
podjednostki 60S rybosomu poprzez usuniêcie A4324

w 28S rRNA. Rycyna usuwa równie¿ s¹siaduj¹c¹
G4323. �mieræ komórki jest zwi¹zana z apoptoz¹.

2.3. Toksyny zwierzêce

C y t o t o k s y c z n e  k a t i o n o w e  p e p t y d y
z  j a d u  N a j a  n a j a  s i a m e n s i s

W jadzie indochiñskiej kobry pluj¹cej znaleziono
wiele cytotoksycznych peptydów kationowych (CTX)
wykazuj¹cych du¿¹ homologiê i sk³adaj¹cych siê
z 60�63 aminokwasów, które tworz¹ cztery mostki
dwusiarczkowe buduj¹ce centralny, globularny region,
z którego wystaj¹ trzy pêtle.

W przeciwieñstwie do niektórych kationowych
peptydów takich jak melityna, która wystêpuje w jadzie
pszczo³y i powoduje lizê komórek ka¿dego rodzaju,

CTX preferencyjnie zabija komórki czerniaka oraz ko-
mórki nowotworowe centralnego uk³adu nerwowego.
Ponadto wykazano, ¿e CTX równie¿ powoduje lizê
b³on komórkowych nowotworowych limfocytów T
w stê¿eniach du¿o ni¿szych ni¿ te, które powoduj¹ lizê
normalnych, zdrowych limfocytów T. £atwy sposób
izolacji oraz wysoka wydajno�æ tego procesu stanowi¹
kolejn¹ zaletê CTX. Struktura CTX jest dobrze pozna-
na i scharakteryzowana. Ma³y rozmiar tych peptydów
jest kolejn¹ zalet¹, gdy¿ dziêki temu nie oddzia³uj¹
one z przeciwcia³ami monoklonalnymi skierowanymi
przeciw antygenom specyficznym dla nowotworów,
a wiêc nie obni¿aj¹ aktywno�ci immunotoksyn [65].

2.4. Toksyny grzybowe

R e s t r y k t o c y n a  A s p e r g i l l u s  r e s t r i c t u s
Restryktocyna produkowana jest przez A. restrictus,

nale¿y do grzybowych rybotoksyn i jest jednym z naj-
silniejszych znanych inhibitorów translacji. Mechanizm

Rys. 4. Ro�linne toksyny i chemiczne koniugaty.
Holotoskyny (np. rycyna i abryna) zawieraj¹ domenê katalityczn¹ (A)
i wi¹¿¹c¹ (B) po³¹czone ze sob¹ mostkiem dwusiarczkowym, natomiast
hemitoksyny zawieraj¹ tylko domenê katalityczn¹ (A). Ca³a cz¹steczka
rycyny posiada wiele grup wêglowodanowych oraz reszt, które wi¹¿¹
siê do komórek w¹troby i innych zdrowych tkanek. Redukcja mostku
dwusiarczkowego pozwoli³a otrzymaæ ³añcuch A rycyny (RTA), który
ma zmniejszon¹ zdolno�æ wi¹zania do normalnych tkanek. Aby bardziej
obni¿yæ niespecyficzne wi¹zanie do normalnych tkanek skonstruowano
rRA (rekombinowany RTA w Escherichia coli), dgA (chemicznie degli-
kozylowany RTA) oraz bR (chemicznie zablokowane grupy wêglowoda-
nowe na RTA). Immunotoksyny otrzymywane metodami chemicznymi
zawieraj¹ toksynê po³¹czon¹ najczê�ciej z przeciwcia³em monoklonal-
nym. Miejsce po³¹czenie toksyny z przeciwcia³em oraz stosunek toksyny

do przeciwcia³a w chemicznych koniugatach nie jest sta³y.



244 MICHA£ KAMIÑSKI, RADOS£AW STACHOWIAK, JACEK BIELECKI

jej dzia³ania jest prosty: restryktocyna przecina poje-
dyncze wi¹zanie fosfodiestrowe w 28S rRNA w wy-
niku czego translacja zostaje zatrzymana. Ze wzglêdu
na brak domeny wi¹¿¹cej, aby restryktocyna zadzia³a,
niezbêdne jest dostarczenie jej do komórki [9]. Jest
to zalet¹ w przypadku wykorzystania restryktocyny
do tworzenia immunotoksyn, dziêki czemu mo¿na
pomin¹æ etap usuwania oryginalnej domeny wi¹¿¹cej,
która jest niepo¿¹dana.

3. Cz¹steczki no�nikowe

Do konstruowania immunotoksyn mo¿na wyko-
rzystaæ kilka rodzajów cz¹steczek no�nikowych (roz-
poznaj¹ ró¿ne struktury powierzchniowe), np. prze-
ciwcia³a lub ich fragmenty, cytokiny, czynniki wzrostu
oraz rozpuszczalne receptory [18]. Cz¹steczki te s¹
niezbêdne, gdy¿ to w³a�nie one odpowiadaj¹ za spe-
cyficzno�æ immunotoksyn.

3.1. Przeciwcia³a i ich pochodne

G³ównym rodzajem cz¹steczek no�nikowych wy-
korzystywanych w immunotoksynach s¹ przeciwcia³a
lub ich fragmenty. Dzieje siê tak ze wzglêdu na ich
zdolno�ci do selektywnego rozpoznawania i wi¹zania
ró¿norodnych antygenów. Pierwsze immunotoksyny
wykorzystywa³y poliklonalne przeciwcia³a po³¹czone
z niemodyfikowanym bia³kiem toksyny np. b³oniczej
[83]. W ci¹gu kolejnych lat badañ przeciwcia³a po-
liklonalne zosta³y wyparte przez przeciwcia³a mono-
klonalne (mAb). Koniugaty zbudowane z przeciwcia³
po³¹czonych z toksyn¹ znalaz³y szerokie zastosowa-
nie, pocz¹wszy od oczyszczania szpiku kostnego ex
vivo a skoñczywszy na leczeniu hematologicznych
i litych nowotworów [18].

W przypadku komórek nowotworowych, wiele
u¿ywanych przeciwcia³ monoklonalnych jest skie-
rowanych przeciwko antygenom ró¿nicowania, które
wystêpuj¹ równie¿ na normalnych komórkach zdro-
wych tkanek. Jednak¿e komórki rakowe charaktery-
zuj¹ siê du¿o wy¿szym poziomem ekspresji niektórych
antygenów ró¿nicowania, dziêki czemu mog¹ byæ pre-
ferencyjnie zabijane. W przypadku, gdy przeciwcia³a
monoklonalne skierowane przeciwko komórkom nowo-
tworowym reaguj¹ z normalnymi tkankami, nie musi
to stanowiæ powodu do zaprzestania wykorzystywania
danej immunotoksyny, gdy¿ niskie zagêszczenie anty-
genów, bariery anatomiczne oraz ma³o wydajna endo-
cytoza mog¹ obni¿aæ efektywno�æ zabijania normal-
nych komórek posiadaj¹cych na swojej powierzchni
struktury wystêpuj¹ce równie¿ na komórkach nowo-
tworowych. Z drugiej strony niektóre interakcje im-
munotoksyn z normalnymi komórkami, uszkadzaj¹ce

tkanki niezbêdne do prawid³owego funkcjonowania
organizmu, mog¹ byæ niemo¿liwe do wykrycia standar-
dowymi metodami. Z tego w³a�nie powodu potrzebne
s¹ odpowiednie modele zwierzêce, na których mo¿na
by testowaæ bezpieczeñstwo nowych terapeutyków,
które mia³yby byæ stosowane do leczenia ludzi [18].

Jedn¹ z najwiêkszych wad przeciwcia³ monoklo-
nalnych jako cz¹steczek no�nikowych jest ich immuno-
genno�æ spowodowana mysim pochodzeniem. W przy-
padku gdy w terapiach poprzedzaj¹cych zastosowanie
immunotoksyny podawano immunosupresanty lub
w przypadku gdy chory ma obni¿on¹ odporno�æ w wy-
niku przebywanej choroby, immunogenno�æ nie od-
grywa tak znacz¹cej roli. Jednak¿e w sytuacji gdy
organizm jest w stanie wytworzyæ normaln¹ odpowied�
immunologiczn¹ przeciwko immunotoksynie stanowi
to du¿y problem. Zastosowanie chimerycznych lub
humanizowanych przeciwcia³ monoklonalnych mo¿e
obni¿yæ immunogenno�æ [7, 18, 51, 78, 93].

Przeciwcia³a o podwójnej swoisto�ci, rozpoznaj¹-
ce zarówno struktury powierzchniowe komórek jak
i bia³ka toksyn, s¹ równie¿ badane pod k¹tem ich
potencjalnego zastosowania jako cz¹steczek no�niko-
wych. Powstaj¹ one na skutek chemicznego po³¹cze-
nia dwóch ró¿nych przeciwcia³ monoklonalnych lub
s¹ wytwarzane przez linie komórkowe zwane hybrid-
hybrydoma powstaj¹ce na skutek po³¹czenia dwóch
hybrydom (hybrydoma powstaje w wyniku fuzji nor-
malnej komórki np. �ledziony myszy z komórk¹ no-
wotworow¹ np. ch³oniaka, u¿ywana do uzyskiwania
przeciwcia³ monoklonalnych) [7, 18, 78].

3.2. Cytokiny, czynniki wzrostu oraz hormony

Inne rodzaje cz¹steczek no�nikowych wykorzys-
tywanych do konstrukcji immunotoksyn to g³ównie
cytokiny i czynniki wzrostu, takie jak IL-2, IL-3,
IL-4, IL-6, EGF, GM-CSF, transferyna oraz NGF.
Mimo, ¿e wykazuj¹ one powinowactwo do normal-
nych komórek, to receptory przez nie rozpoznawane
ulegaj¹ podwy¿szonej ekspresji podczas aktywacji ko-
mórek, ró¿nicowania oraz rozwoju nowotworu, dziêki
czemu mo¿na je wykorzystaæ do celowania w okre�-
lone niewielkie populacje komórek [18].

Cytokiny i czynniki wzrostu s¹ bardzo efektywne
pod wzglêdem wi¹zania struktur powierzchniowych,
gdy¿ wykazuj¹ kilkukrotnie wy¿sze powinowactwo
w porównaniu do przeciwcia³ monoklonalnych. Ponad-
to na drodze endocytozy zale¿nej od receptorów mog¹
transportowaæ immunotoksyny do wnêtrza komórek
z du¿o wiêksz¹ wydajno�ci¹ ni¿ ma to miejsce w przy-
padku przeciwcia³ [34]. Kolejn¹ zalet¹ jest ludzkie po-
chodzenie cytokin i czynników wzrostowych, dziêki
czemu nie s¹ immunogenne. Du¿a dostêpno�æ sklono-
wanych sekwencji genów koduj¹cych te cz¹steczki
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umo¿liwia ³atwe manipulacje w celu stworzenia bia-
³ek fuzyjnych [18].

Potencjalnymi wadami wi¹¿¹cymi siê z zastosowa-
niem cytokin lub czynników wzrostu jako cz¹steczek
no�nikowych w immunotoksynach jest bardzo szybkie
tempo usuwania ich z organizmu. Powa¿ny problem
stanowi równie¿ mo¿liwo�æ promowania proliferacji
komórek docelowych w przypadku gdy stê¿enie cyto-
kin/czynników wzrostu by³oby niewystarczaj¹ce do
uzyskania efektu toksycznego. Kolejn¹ wad¹ jest obec-
no�æ w organizmie rozpuszczalnych receptorów i ligan-
dów, które mog¹ obni¿aæ skuteczno�æ immunotoksyny
zawieraj¹cej tego typu cz¹steczki no�nikowe [18, 54].

Hormony rzadko s¹ wykorzystywane w roli cz¹ste-
czek no�nikowych, a zwi¹zki powsta³e z po³¹czenia
hormonów z toksynami bia³kowymi nosz¹ nazwê hor-
monotoksyn [18].

4. Skutki uboczne dzia³ania immunotoksyn

Wszystkie immunotoksyny wywo³uj¹ niepo¿¹dan¹
toksyczno�æ w stosunku do zdrowych tkanek. W�ród
skutków ubocznych mo¿na wyró¿niæ trzy najwa¿niej-
sze objawy, które pojawiaj¹ siê podczas stosowania
wiêkszo�ci immunotoksyn. S¹ to zespó³ przesiêkania
naczyniowego (VLS), hepatotoksyczno�æ oraz zespó³
hemolityczno-mocznicowy (HUS). Stanowi to du¿y
problem, gdy¿ w znacznym stopniu ogranicza mo¿li-
wo�æ stosowania immunotoksyn w terapii klinicznej.

4.1. Zespó³ przesiêkania naczyniowego (VLS)

Zespó³ przesiêkania naczyniowego jest g³ównym
skutkiem ubocznym limituj¹cym dawki immunotok-
syn [43, 95]. Objawy towarzysz¹ce VLS to zwiêkszo-
na przepuszczalno�æ naczyñ krwiono�nych, wycieka-
nie p³ynów, wskutek czego powstaje �ródmi¹¿szowy
obrzêk i uszkodzenie organów. Poza tym zaobserwo-
wano równie¿ pojawienie siê podci�nienia, hypoalbu-
minemiê (obni¿one stê¿enie albumin krwi), mocznicê
oraz obrzêk p³uc [64].

Po do¿ylnym podaniu terapeutyku cz¹steczki immu-
notoksyny, aby dostaæ siê do tkanek, maj¹ do pokona-
nia barierê, jak¹ stanowi¹ �ciany naczyñ krwiono�nych,
musz¹ wiêc przej�æ przez wewnêtrzn¹ ich warstwê ko-
mórek �ródb³onka [42, 43]. W momencie, w którym
nastêpuje kontakt miêdzy komórkami �ródb³onka
a cz¹steczkami immunotoksyny, zachodz¹ procesy
inicjuj¹ce powstanie VLS [43]. Mechanizm pozostaje
na razie niejasny. Najprawdopodobniej zawiera ci¹g
zdarzeñ, które zaczynaj¹ siê w komórkach �ródb³onka
i ³¹cz¹ w sobie kaskadê reakcji odpowiedzi zapalnej
oraz aktywno�æ cytokin [88]. Przypuszcza siê, ¿e nie-
specyficzne wch³anianie immunotoksyn przez makro-

fagi skutkuje uwolnieniem cytokin, które po�rednicz¹
w kolejnych reakcjach skutkuj¹cych wyst¹pieniem
VLS. Natomiast wnikanie immunotoksyn do komórek
�ródb³onka powoduje uwalnianie tlenku azotu, który na
skutek utleniania powoduje uszkodzenia, które równie¿
indukuj¹ powstanie VLS [64, 87].

Dowiedziono, ¿e istnieje motyw aminokwasowy
odpowiedzialny za indukcjê VLS przez ró¿ne cz¹s-
teczki immunotoksyn, który jest odpowiedzialny za
ich wi¹zanie siê do komórek �ródb³onka i inicjacjê,
a nastêpnie propagacjê VLS. Ten zidentyfikowany mo-
tyw to (x)D(y), gdzie w miejscu x wystêpuj¹ takie ami-
nokwasy jak: leucyna, izoleucyna, glicyna lub walina,
natomiast w miejscu oznaczonym y znajduje siê wali-
na, leucyna lub seryna. Z wcze�niejszych badañ wy-
nika, ¿e wprowadzenie mutacji w obrêbie tego motywu
lub w sekwencjach blisko z nim s¹siaduj¹cych mo¿e
zmniejszyæ lub nawet zapobiec powstaniu VLS [88].

Grupa badaczy z Szanghaju przeprowadzi³a do-
�wiadczenie, w którym poprzez mutacje wprowadzili
zmiany w motywie podejrzewanym o wywo³ywanie
VLS. Otrzymali oni osiem ró¿nych zmutowanych wer-
sji immunotoksyny SMFv-PE38KDEL zawieraj¹cych
zmiany w sekwencji aminokwasowej wewn¹trz bada-
nego motywu. Przeprowadzono testy cytotoksyczno�ci
na liniach komórkowych a nastêpnie in vivo na modelu
mysim. Po zebraniu i porównaniu wyników stwier-
dzono, ¿e uda³o im siê tak zmodyfikowaæ cz¹steczkê
immunotoksyny, ¿e jej podanie praktycznie nie wywo-
³ywa³o VLS, a skuteczno�æ zabijania komórek docelo-
wych by³a równie¿ prawie nie zmieniona w porówna-
niu do cz¹steczki wyj�ciowej [88].

Poza wy¿ej wspomnian¹ mutagenez¹ istniej¹ rów-
nie¿ inne metody zmniejszenia objawów VLS. Mo¿na
to osi¹gn¹æ poprzez konstruowanie immunotoksyn,
których czas pó³trwania w osoczu jest krótki oraz
przez zmniejszenie rozmiarów cz¹steczek. Ponadto
podawanie leków przeciwzapalnych oraz �rodków
zapobiegaj¹cych wi¹zaniu siê immunotoksyn do ko-
mórek �ródb³onka mo¿e mieæ równie¿ pozytywny
efekt w postaci zmniejszenia czêsto�ci wystêpowania
zespo³u przesiêkania naczyniowego [64, 87].

4.2. Hepatotoksyczno�æ

Hepatotoksyczno�æ zwi¹zana jest w du¿ym stop-
niu z produkcj¹ cytokin przez komórki Kupffera w w¹-
trobie [42]. Stanowi to kolejny czynnik limituj¹cy
dawki potencjalnych terapeutyków opartych o immu-
notoksyny [43]. Zosta³o to najlepiej zbadane na przy-
k³adzie egzotoksyny A P. aeruginosa, która jest wy-
korzystywana w wielu immunotoksynach.

Badania in vitro nad wp³ywem PE dowodz¹, ¿e
zwiêksza ona produkcjê TNF-" w ludzkich leuko-
cytach oraz w mysich komórkach Kupffera [11, 27].
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Dowiedziono równie¿, ¿e TNF-" ³¹czy siê z w¹trobo-
wym receptorem dla TNF (TNF-R), co indukuje apop-
tozê hepatocytów poprzez blokowanie aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego NF-6B. Jest to nietypowe, gdy¿
zazwyczaj TNF-" aktywuje NF-6B. Ponadto poprzez
receptor TNF-R zachodzi in vivo indukcja hepatotok-
syczno�ci zale¿nej od limfocytów T. Poza tym udo-
wodniono, ¿e PE w sposób po�redni indukuje prolifera-
cje splenocytów, aktywuje limfocyty T cytotoksyczne,
wp³ywa na wydzielanie przez limfocyty T CD8+ per-
foryn oraz indukcje hepatotoksyczno�ci in vivo. PE
wp³ywa równie¿ na zwiêkszenie ilo�ci produkowa-
nych cytokin (oprócz TNF-"), takich jak IL-1 ", IL-2,
IL-6, IFN-( oraz IL-18 [11].

4.3. Zespó³ hemolityczno-mocznicowy (HUS)

Efekt uboczny w postaci HUS zaobserwowano je-
dynie w przypadku badañ nad immunotoksyn¹ BL22
(RFB4Fv-PE38). W przypadku badania pozosta³ych
immunokonigatów zawieraj¹cych elementy egzotok-
syny A nie stwierdzono wyst¹pienia HUS [43, 61].
Objawami typowymi dla zespo³u hemolityczno-mocz-
nicowego s¹ ostra niewydolno�æ nerek, ich mikroan-
giopatyczna niedokrwisto�æ oraz trombocytopenia [61].
Niestety mechanizm oraz czynniki odpowiedzialne za
wywo³ywanie HUS przez BL22 s¹ jak dot¹d nieznane.

4.4. Inne skutki uboczne

Do pozosta³ych skutków ubocznych, wystêpuj¹cych
nie tylko podczas podawania immunotoksyn nale¿¹:
nudno�ci, wymioty, biegunka, odpowiedzi zapalne itp.
W celu z³agodzenia tych objawów mo¿na podawaæ
profilaktyczne leki.

5. Próby zastosowania immunotoksyn

W krajach wysoko rozwiniêtych gospodarczo od-
setek ludzi choruj¹cych na nowotwory stale siê po-
wiêksza. Dotychczas nie uda³o siê opracowaæ w pe³ni
skutecznej terapii przeciwnowotworowej, która by³aby
wysoce specyficzna i zarazem skuteczna, dlatego te¿
coraz wiêcej uwagi po�wiêca siê immunotoksynom.
Badania nad nimi s¹ prowadzone w wielu laborato-
riach na ca³ym �wiecie. Jednak¿e zanim te potencjalne
terapeutyki zostan¹ zatwierdzone i wprowadzone do
u¿ycia w terapiach klinicznych, musz¹ one przej�æ
szereg bardzo rygorystycznych testów, maj¹cych na
celu okre�lenie ich parametrów farmakokinetycznych
jak równie¿ zidentyfikowanie i ewentualne wyelimi-
nowanie niepo¿¹danych efektów ubocznych.

Testy przedkliniczne przeprowadzane s¹ in vitro na
hodowlach komórkowych oraz in vivo na modelach

zwierzêcych, którymi zazwyczaj s¹ myszy, szczury lub
te¿ ma³py. Nastêpnym etapem s¹ testy kliniczne, prze-
prowadzane na ludziach. Ich celem jest zasadnicze
okre�lenie skuteczno�ci oraz przede wszystkim bez-
pieczeñstwa stosowanie danego terapeutyku. Mo¿na
wyró¿niæ 5 faz testów klinicznych � faza 0, I, II, III
i IV. W ka¿dym kolejnym etapie grupa pacjentów pod-
dawana badaniu jest coraz liczniejsza, pocz¹wszy od
10�15 osób a skoñczywszy na kilku tysi¹cach.

W poni¿szym rozdziale przedstawiono wybrane
immunotoksyny i stopieñ zaawansowania badañ nad
nimi oraz wyniki ich zastosowania w testach przedkli-
nicznych i klinicznych.

5.1. Testy przedkliniczne

5.1.1. Immunotoksyny oparte o PE

Wiêkszo�æ immunotoksyn przechodz¹cych obecnie
etap badañ przedklinicznych jest oparta o egzotoksy-
nê A P. aeruginosa. Informacje na temat wiêkszo�ci
z nich znajduj¹ siê w tabeli I. Oto kilka przyk³adów.

Szwajcarska grupa badawcza pod przewodnictwem
Sandry Z i m m e r m a n n  skonstruowa³a immunotok-
synê (MOC31-ETA252-613) sk³adaj¹c¹ siê z ETA252-613,
czyli fragmentu PE pozbawionego domeny I (wi¹¿¹-
cej) i zawieraj¹cego dwie lizyny na N-koñcu, po³¹czo-
nego z przeciwcia³em monoklonalnym MOC31 skie-
rowanym przeciwko EGP-2 � antygenowi obecnemu
na powierzchni wielu komórek nowotworowych, m.in.
drobnokomórkowego raka p³uc (SCLC) oraz raka
gruczo³owego p³uc. Zalet¹ tego antygenu jest jego
ograniczona obecno�æ na zdrowych komórkach na-
b³onkowych. Badana immunotoksyna wykaza³a cyto-
toksyczno�æ wzglêdem komórek SCLC, w których
ekspresji ulega EGP-2, niezale¿nie od stopnia ich
oporno�ci na chemioterapiê. Myszy pozbawione grasi-
cy z podskórnymi ksenograftami opornego na chemio-
terapiê SCLC oraz raka gruczo³owego p³uc zosta³y
poddane dzia³aniu MOC31-ETA252-613. W przypadku
obu modeli nowotworów skuteczno�æ podanej immu-
notoksyny by³a zale¿na od obecno�ci EGP-2 na po-
wierzchni komórek, wielko�ci dawki by³a odwrotnie
proporcjonalna do rozmiarów nowotworu. Brak efek-
tu w stosunku do du¿ych, aktywnych ksenograftów
mo¿e byæ spowodowany niewystarczaj¹c¹ penetracj¹
tkanek nowotworu przez badan¹ immunotoksynê, co
mo¿e wynikaæ z du¿ych rozmiarów cz¹steczki [19].

Kolejn¹ immunotoksyn¹ godn¹ zwrócenia uwagi
jest G28-5 sFv-PE40. Cz¹steczk¹ no�nikow¹ u¿yt¹ do
jej konstrukcji jest G28-5 sFv, jedno ³añcuchowa czê�æ
zmienna przeciwcia³a monoklonalnego G28-5 skiero-
wanego przeciwko antygenowi CD40, który ulega sil-
nej ekspresji w komórkach nowotworów z³o�liwych
limfocytów B, takich jak bia³aczka limfocytów B, NHL
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CD19-ETA� scFv po³¹czone z PE38KDEL CD19 Ch³oniak, bia³aczka [75]

Anty-Tac(Fv)-PE38KDEL [LMB2] scFv po³¹czone z PE38KDEL CD25 CD25 [67]
+ komórki nowotworowe [67]

Anty-Tac(Fv)-PE40KDEL scFv po³¹czone z PE40KDEL CD25 Bia³aczka limfatyczna [38]
przewlek³a

RTF5(scFv)-ETA� scFv po³¹czone z PE40 CD25 Ch³oniak [3]

RFB(dsFv)-PE38 [BL22] scFv po³¹czone z PE38 CD22 Bia³aczka [39]

G28-5sFv-PE40 scFv po³¹czone z PE40 CD40 Ch³oniak Burkitt�a [20]

Ki4(scFv)-ETA� scFv po³¹czone z PE40 CD30 Ch³oniak Hodkin�a [35]

CD7-ETA scFv po³¹czone z PE40 CD7 Ostra bia³aczka [62]
limfoblastyczna

OVB3-PE mAb po³. mostkiem dwusiarczk. Jajnikowy Jajnika [91]
z PE

B3-Lys-PE38 [LMB-1] mAb chemicznie po³¹czone LeY Ró¿ne [69]
z PE38

B1(dsFv)-PE38 dsFv po³¹czone z PE38 LeY LeY [5]
+ komórki nowotworowe

B3(dsFv)-PE38 dsFv po³¹czone z PE38 LeY LeY [5]
+ komórki nowotworowe

BR96sFv-PE40 [SGN-10] dsFv po³¹czone z PE40 LeY LeY [24]
+ komórki nowotworowe

IL4(38-37)PE38KDEL [NBI-3001] IL4 po³¹czone z PE38KDEL IL4-R Piersi, SCCHN, trzustki, [32]
neuroblastoma

IL13-PE38QQR IL13 po³¹czone z PE38QQR IL13-R G³owy i szyi [33]

scFv(FRP5)-ETA scFv po³¹czone z PE40 erbB2 Jajnika, prostaty [72]

AR209[e23(Fv)PE38KDEL] scFv po³¹czone z PE38KDEL erbB2 P³óc, prostaty [79, 80]

Erb-38 scFv po³¹czone z PE38 erbB2 Naskórkowy, piersi [66]

MR1(Fv)-PE38 scFv po³¹czone z PE38 EGFRvIII Gliomblastoma [4]

TP38 TGF-a po³¹czone z PE38 EGFR Glioma [70]

TP40 TGF-a po³¹czone z PE40 EGFR Glioma, prostate, [47]
epidermoid

425.3PE mAb chemicznie po³¹czone z PE EGFR Piersi [2]

A5-PE40 scFv po³¹czone z PE40 PSMA Prostaty [94]

SS1(dsFv)PE38[SS1P] dsFv po³¹czone z PE38 Mezotelina Jajnika, trzustki [28]

scFv(MUC1)-ETA scFv po³¹czone z PE40 MUC1 Piersi [77]

9.2.27-PE mAb chemicznie po³¹czone z PE HMW-MAA Gliomblastoma [29]

TP-3(scFv)-PE38 scFv po³¹czone z PE38 Antygen Ostrosarcoma [55]
osteosarcomy

TP-3(dsFv)-PE38 dsFv po³¹czone z PE38 Antygen Ostrosarcoma [55]
osteosarcomy

8H9(dsFv)-PE38 dsFv po³¹czone z PE38 Glikoproteina Piersi, ostrosarcoma, [56]
powierzchniowa neuroblastoma

4D5MOCB-ETA scFv po³¹czone z PE40KDEL Ep-CAM P³uc, jelita grubego, SCC [12]

HB21(Fv)-PE40 scFv po³¹czone z PE40 TfR Jelita grubego [76]

Skróty: dsFV, Fv, stabilizowany mostkiem dwusiarczkowym; EGFR, receptor naskórkowego czynnika wzrostu; EGFRvIII, mutant delecyjny EGFR;
erbB2, HER2/neu-receptor; HMW-MAA, antygen czerniaka o du¿ej masie molekularnej; IL13-R, receptor interleukiny 13; IL4-R, receptor interleu-
kiny 4; LeY, antygen Lewisa; mAb, przeciwcia³o monoklonalne; MUC1, bia³ko z rodziny mucin; PE, egzotoksyna P. aeruginosa (aa 1-613); PE38,
skrócona forma PE (aa253-364 i 381-613); PE38KDEL, PE38 z motywem zatrzymania retikulum endoplazmatycznego (KDEL) na C-koñcu;
PE38QQR, PE38 z zamienionymi lizynami 590 i 606 na glutaminy i lizyn¹ 613 na argininê; PE40, skrócona forma PE (aa 253-613); PE40 KDEL,
PE40 z motywem zatrzymania retikulum endoplazmatycznego (KDL) na C-koñcu; PSMA, antygen b³onowy specyficzny dla prostaty; SCC, rak
p³askokomórkowy; SCCHN, rak p³askokomórkowy g³owy i szyi; scFv, jedno³añcuchowe Fv; TfR, receptor transferryny; TGF-", transformuj¹cy
czynnik wzrostu alfa [wg 40, zmienione].

Tabela I
Testy przedkliniczne immunotoksyn opartych o PE

Immunotoksyna Konstrukcja
Wi¹zany
antygen

Nowotwór
Pi�mien-
nictwo
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(ch³oniak nieziarniczy), HD (choroba Hodgkina) oraz
ró¿nego rodzaju szpiczakach. W badaniu wykorzysta-
no myszy SCID posiadaj¹ce ksenografty ludzkiego
ch³oniaka. Zaobserwowano terapeutyczn¹ wydajno�æ,
która by³a zale¿na od dawki oraz harmonogramu po-
dawania immunotoksyny. Ze wzglêdu na wystêpowa-
nie CD40 na rozmaitych zdrowych ludzkich tkankach,
przeprowadzono badanie na makakach w celu okre�-
lenia niepo¿¹danej toksyczno�ci, których wyniki by³y
obiecuj¹ce w przypadku dawek o dzia³aniu terapeu-
tycznym, dziêki czemu G28-5 sFv-PE40 zosta³o za-
kwalifikowane do testów klinicznych [20, 90, 95].

IL-4(38-37)-PE38KDEL lub inaczej NBI-3001 jest
immunotoksyn¹ skierowan¹ przeciwko receptorowi dla
IL-4, który jest znajdowany na powierzchni komórek
guzów litych i z³o�liwych nowotworów hematologicz-
nych. W testach przedklinicznych przeprowadzonych
na komórkach ró¿nych nowotworów, wykazano regre-
sje u myszy nios¹cych ksenografty ludzkiego raka
piersi, g³owy, szyi, SSCHN oraz raka trzustki [42, 95].
NBI-3001 przesz³o pozytywnie etap testów przedkli-
nicznych i zosta³o dopuszczone do testów klinicznych.

Grupa niemieckich badaczy opracowa³a immuno-
toksynê scFv(FRP5)-ETA, zawieraj¹c¹ jedno-³añcu-
chow¹ czê�æ zmienn¹ przeciwcia³a monoklonalnego
skierowanego przeciwko komórkom nowotworowym
z nadekspresj¹ ErbB2 (HER2). Eksperymenty in vitro
wykaza³y silne w³a�ciwo�ci przeciwnowotworowe
w stosunku do komórek raka piersi, raka jajnika,
SSCHN i raka prostaty. Na modelach zwierzêcych
zaobserwowano zahamowanie wzrostu przeszczepio-
nych ludzkich nowotworów oraz nowotworów mysich
i szczurzych transfekowanych ludzkim c-erbB2. Za-
równo bezpo�rednie nastrzykniêcie raka, jak i do¿ylne
podanie immunotoksyny efektywnie usunê³o podskór-
nie rosn¹ce nowotwory. Ze wzglêdu na dobre wyniki
w testach przedklinicznych, scFv(FRP5)-ETA zosta³o
dopuszczone do testów klinicznych [7, 14, 95].

Inna niemiecka grupa badawcza skonstruowa³a
i przeprowadzi³a badania nad A5-PE40, immunotok-
syn¹ opart¹ o jedno ³añcuchow¹ czê�æ zmienn¹ prze-
ciwcia³a monoklonalnego skierowanego przeciwko
PSMA. Jest to specyficzny dla komórek prostaty an-
tygen wystêpuj¹cy równie¿ w naczyniach krwiono�-
nych wiêkszo�ci innych guzów litych. W badaniach
in vitro na hodowlach komórkowych, w których eks-
presji ulega PSMA wykazano wysok¹ skuteczno�æ
cytotoksyczn¹ badanej immunotoksyny. Ponadto testy
na myszach nios¹cych ksenografty wykaza³y znacz¹ce
zahamowanie wzrostu nowotworów [57, 95].

5.1.2. Immunotoksyny oparte o DT

DT388GMCSF jest immunotoksyn¹ zawieraj¹c¹
toksynê b³onicz¹ pozbawion¹ domeny wi¹¿¹cej. Wyka-

zano, ¿e zabija ona wiêkszo�æ z³o�liwych CFC (colony
forming cell � komórka tworz¹ca kolonie) oraz czê�æ
LTC-IC (long-term culture-initiating cells � komórka
inicjuj¹ca d³ugoterminow¹ hodowlê) ostrej bia³aczki
szpikowej (AML). Jednak¿e w pó�niejszych bada-
niach, pomimo pocz¹tkowego zmniejszenia siê ilo�ci
komórek bia³aczki w szpiku kostnym myszy, zaobser-
wowano wzrost z³o�liwych komórek, które nie odpo-
wiada³y na ponowne podanie preparatu [81, 96].

Kolejn¹ immunotoksyn¹ skonstruowan¹ przez ten
sam zespó³ jest DT388-IL-3 skierowana przeciwko ko-
mórkom posiadaj¹cym na swojej powierzchni IL-3R.
Komórki ostrej bia³aczki szpikowej wykazuj¹ wy-
sok¹ ekspresjê podjednostki " IL-3R. Podczas badañ
in vitro zaobserwowano siln¹ cytotoksyczno�æ wobec
komórek AML. Ponadto w hodowlach potraktowa-
nych DT388-IL-3 wykazano ponowny wzrost komórek
LTC-IC i SC-IC, co mo¿e sugerowaæ, ¿e ta immuno-
toksyna jest specyficzna wobec komórek progenitoro-
wych bia³aczki [81, 87].

5.2. Testy kliniczne

Wiêkszo�æ z opisywanych immunotoksyn bêd¹cych
na etapie badañ klinicznych przedstawiona jest rów-
nie¿ w tabeli II.

5.2.1. Immunotoksyny oparte o PE

BL22 jest immunotoksyn¹, w sk³ad której wchodzi
PE38 po³¹czone mostkiem dwusiarczkowym z czê�ci¹
zmienn¹ przeciwcia³a anty-CD22 (RFB4). BL22 skie-
rowany jest przeciwko bia³aczkom i ch³oniakom.
Pierwsz¹ fazê testów klinicznych przeprowadzano na
pacjentach choruj¹cych na ró¿ne typy bia³aczki, wobec
których standardowe metody okaza³y siê nieskuteczne
i którzy nie mieli wcze�niej wytworzonych przeciw-
cia³ anty-PE38. Zaobserwowano wysok¹ skuteczno�æ
w przypadku stosowania tego preparatu wobec HCL
(hairy cell leukemia � bia³aczka w³ochatokomórkowa).
Po kilkukrotnym podaniu immunotoksyny poziom
przeciwcia³ wytworzonych przeciwko preparatowi by³
na niskim poziomie. Niestety u dwóch pacjentów cho-
ruj¹cych na HCL po podaniu BL22 wyst¹pi³ zespó³
hemolityczno-mocznicowy. Ponadto w�ród pacjentów
z HCL efektem ubocznym ograniczaj¹cym wielko�æ
stosowanych dawek by³ zespó³ uwolnienia cytokin.
BL22 jest pierwszym preparatem od momentu odkry-
cia analogów purynowych, który spowodowa³ u du¿ej
czê�ci pacjentów z HCL poddanych badaniu ca³kowit¹
remisjê nowotworu. Sukces odniesiony w�ród pacjen-
tów z HCL opornym na chemioterapiê jest zwi¹zany
z wysokim poziomem i konserwatywno�ci¹ CD22
na komórkach HCL. Druga faza testów klinicznych
na wiêkszej grupie pacjentów potwierdzi³a wyniki
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otrzymane w pierwszej fazie. Czêsto�æ wystêpowania
HUS i immunogenno�æ by³a obni¿ona, natomiast ilo�æ
ca³kowitych remisji i pozosta³ych pozytywnych od-
powiedzi na podanie BL22 by³a znacznie wy¿sza
[7, 8, 15, 41�43, 61, 95].

LMB-2 (anty-Tac(Fv)-PE38KDEL) w pierwszej
fazie testów klinicznych zosta³ podany 35 pacjentom
choruj¹cym na bia³aczki, ch³oniaki lub HD, które by³y
oporne na standardow¹ chemioterapiê. U wszystkich

pacjentów z HCL zaobserwowano odpowied� w³¹cznie
z jednym przypadkiem ca³kowitej remisji. Pacjenci
z CLL (przewlek³a bia³aczka limfocytowa/chronic lym-
phocytic leukemia), ATL (bia³aczka doros³ych limfo-
cytow T/adult T-cell leukemia), CTCL (ch³oniak skóry
z komórek T/cutaneous T-cell lymphoma) oraz HD
odpowiedzieli czê�ciow¹ remisj¹. Najczêstszymi skut-
kami ubocznymi by³o podwy¿szenie poziomu transami-
naz, co by³o zwi¹zane z gor¹czk¹, która by³a wywo³ana

Chemiczne konigaty

RFT5-dgA CD25 mAb dgA Rycyna HD [74]

RFB4-dgA CD22 mAb dgA Rycyna B-NHL, CLL [71]

RFB4-Fab�-dgA CD22 Fab� dgA Rycyna B-NHL [25]

HD37-dgA CD19 mAb dgA Rycyna B-NHL [82]

Anti-CD7-dgA CD7 mAb dgA Rycyna T-NHL [23]

K
i
-4.dgA CD30 mAb dgA Rycyna HD [73]

LMB-1 Ley mAb Lys-PE38 PE Ró¿ne nowotwory [58]

TF-CRM107 TFR Tf CRM107 DT Glejak [49]

B43-PAP CD19 mAb PAP PAP ALL [85]

Anti-B4-bRicin CD19 mAb bR Rycyna B-NHL [52]

Ber-H2-Sap6 CD30 mAb Sap6 Saporyna HD [92]

Anti-My9-bRicin CD33 mAb bR Rycyna AML [53]

454A12-rRA TFR mAb rRA Rycyna CSF [48]

N901-bR CD56 mAb bR Rycyna SCLC [53]

Toksyny rekombinowane

Ontak IL2R IL-2 DAB
389

DT CTCL, CLL, NHL [16]

BL22 CD22 dsFv PE38 PE HCL, CLL, NHL [44]

LMB-2 CD25 scFv PE38 PE NHL, bia³aczki [45]

DT388-GM-CSF GM-CSF GM-CSF DT388 DT AML [22]

B3(Fv)-PE38 Ley scFv PE38 PE Ró¿ne nowotwory [60]

B3(dsFv)-PE38 Ley dsFv PE38 PE Ró¿ne nowotwory [6]

TP40 EGFR TGF" PE404a PE Rak pêcherza, CIS [26]

TP38 EGFR TGF" PE38 PE Glejak [70]

BR96(scFv)-PE40 Ley scFv PE40 PE Ró¿ne nowotwory [63]

erb38 erbB2 dsFv PE38 PE Rak piersi [59]

NBI-3001 IL4R IL-4(38-37) PE38KDEL PE Glejak [89]

IL13-PE38QQR IL13R IL-13 PE38QQR PE Nowotwór nerek [46]

SSI(dsFv)-PE38 Mezotelina dsFv PE38 PE Miêdzyb³onniak [10]

DAB
389

EGF EGFR EGF DAB
389

DT Ró¿ne nowotwory [17]

* W�ród wymienionych toksyn znajduje siê rekombinowany ³añcuch A rycyny (rRA), zablokowana rycyna (bR), deglikozylowa-
ny ³añcuch A rycyny (dgA), przeciwwirusowe bia³ko ro�lin rodzaju Phytolacca (PAP), skrócona toksyna b³onicza (DT388 lub
DAB

389
), skrócona egzotoksyna A P. aeruginosa (PE38 lub PE40) i zmutowana toksyna b³onicza (CRM107). Cz¹steczkami no�ni-

kowymi poza przeciwcia³ami monoklonalnymi (mAb) s¹ interleukina-2, -4 i -13 (IL-2, IL-4 i IL-13); czynnik stymuluj¹cy tworze-
nie kolonii granulocytów i makrofagów (GM-CSF); naskórkowy czynnik wzrostu (EGF); transformuj¹cy czynnik wzrostu (TGF-
") i transferryna (Tf). PE404A jest to PE40 z alaninami w pozycji 265, 287, 372 i 379 zamienionymi na cysteiny. PE38QQR jest to
PE38 z dwoma glutaminami i jedn¹ arginin¹ zamienionymi na 3 lizyny w pozycjach 590, 606 i 613. W�ród chorób znajduj¹ siê
ch³oniak nieziarniczy (NHL), ch³oniak skóry z komórek T (CTCL), choroba Hodgkina (HD), przewlek³a bia³aczka limfocytowa
(CLL), rak �ródnab³onkowy (CIS), ostra bia³aczka szpikowa (AML), nowotwory przerzutowe takie jak nowotwór mózgowo-rdze-
niowy (CSF), nowotwór nerek, drobnokomórkowy rak p³uc (SCLC), ostra bia³aczka limfoblastyczna (ALL) i bia³aczka w³ochato-
komórkowa (HCL) [wg 15, zmienione].

Tabela II
Immunotoksyny poddane testom klinicznym w ostatnich latach*

Immunotoksyna Antygen
Cz¹steczka
no�nikowa

Skrócona
toksyna

Wyj�ciowa
toksyna

Choroba
Pi�mien-
nictwo
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przez wysoki poziom cytokin. Tylko u niewielkiej gru-
py pacjentów przerwano terapiê ze wzglêdu na poja-
wienie siê neutralizuj¹cych przeciwcia³. W przypadku
pacjentów z CLL po 16 cyklach podawania prepara-
tu nie zaobserwowano odpowiedzi immunologicznej
w postaci przeciwcia³. Obecnie LMB-2 przechodzi
drug¹ fazê testów klinicznych [7, 8, 41�43, 95].

NBI-3001, immunotoksyna wspomniana w poprzed-
nim rozdziale, ze wzglêdu na wysok¹ toksyczno�æ
w stosunku do w¹troby przy niskich dawkach postano-
wiono wykorzystaæ do terapii miejscowej wieloposta-
ciowych glejaków. W przypadku jednego z pacjentów
poddanych terapii wyst¹pi³a rozleg³a nekroza glejaka,
która po wielu miesi¹cach zaowocowa³a ca³kowit¹
remisj¹. Skutkami ubocznymi by³y obrzêki. W�ród
kilku pacjentów wymagaj¹cych ponownej operacji,
toksyczne efekty w stosunku do zdrowych komórek
mózgu zosta³y wykluczone. W pierwszej i drugiej
fazie testów klinicznych spo�ród wszystkich pacjentów
u 71% zaobserwowano nekrozê glejaka. NBI-3001
przetestowano równie¿ w�ród chorych na nowotwór
nerek oraz niedrobnokomórkowy nowotwór p³uc
(NSCLC). Niestety, nie zaobserwowano remisji u ¿ad-
nego z badanych, jedynie u czê�ci z nich rozwój cho-
roby zahamowano [42, 95].

W pierwszej fazie testów klinicznych scFv(FRP5)-
ETA podano miejscowo pacjentom z nowotworami,
w których ekspresji ulega ErbB2. Grupa ta liczy³a
11 osób chorych na raka piersi lub jelita grubego
z przerzutami. Terapia trwa³a od 7�10 dni. U 60%
pacjentów nast¹pi³o znaczne zmniejszenie siê nowo-
tworu. Ca³kowity zanik guzów nastrzykniêtych pre-
paratem wyst¹pi³ u 40% pacjentów, a u 20% zaobser-
wowano czê�ciowe zmniejszenie. Brak odpowiedzi
wyst¹pi³ u osób z nowotworami charakteryzuj¹cy-
mi siê �rednim poziomem ekspresji ErbB2, natomiast
czê�ciowa redukcja lub ca³kowity zanik nowotworu
u osób z wysok¹ nadekspresj¹. U dwóch z trzech pa-
cjentów przebadanych dok³adnie pod k¹tem przeciw-
cia³ skierowanych przeciw immunotoksynie wykryto
ich obecno�æ. Objawami niepo¿¹danymi wywo³anymi
podaniem scFv(FRP5)-ETA by³ przej�ciowy ból i sta-
ny zapalne w miejscu zastrzyku. Wysoka skuteczno�æ
miejscowej terapii z u¿yciem scFv(FRP5)-ETA oraz
niewiele przypadków wyst¹pienia skutków ubocznych
sugeruj¹, ¿e podawanie do¿ylne mo¿e równie¿ okazaæ
siê skuteczne [14].

5.2.2. Immunotoksyny oparte o DT

DAB389IL-2 zwany równie¿ denileukin diftitox lub
Ontak zosta³ poddany testom klinicznym. W pierwszej
fazie w�ród 35 pacjentów chorych na CTCL zaobser-
wowano 5 ca³kowitych remisji i 8 czê�ciowych. W dru-
giej grupie badanych cierpi¹cych na NHL wyst¹pi³a

jedna ca³kowita remisja i dwie czê�ciowe. Najczêst-
szymi skutkami ubocznymi by³ wzrost poziomu trans-
aminaz, spadek stê¿enia albumin krwi, wysypki oraz
niedoci�nienie. W trzeciej fazie w�ród badanych za-
obserwowano zarówno czê�ciowe, jak i ca³kowite
remisje oraz znaczn¹ poprawê stanu skóry. VLS, spo-
wodowany uwolnieniem cytokin wskutek zabicia
limfocytów T w warstwie oko³onaczyniowej skóry
w³a�ciwej, przebiega³ w wiêkszo�ci przypadków bez
obrzêku p³uc, a profilaktyczne podanie steroidów zapo-
biega³o jego wyst¹pieniu. Immunogenno�æ po pierw-
szym cyklu wzros³a z 32% do 100%, jednak¿e w nie-
których przypadkach ponowne podanie by³o skuteczne,
co �wiadczy ¿e przeciwcia³a anty-DAB389IL-2 nie s¹
w pe³ni skuteczne. Denileukin diftitox zosta³ zatwier-
dzony przez FDA do leczenia zaawansowanych form
CTCL. Wykaza³ równie¿ skuteczno�æ wobec innych
typów nowotworów, takich jak ch³oniak T-komór-
kowy tkanki podskórnej, CLL, B-NHL. Denileukin
diftitox jest jak na razie jedyn¹ immunotoksyn¹ do-
puszczon¹ do u¿ycia. Okaza³ siê skuteczny równie¿
w stosunku do kilku rodzajów nowotworów hemato-
logicznych [42, 43, 95, 96].

DT388GM-CSF (DTGM) jest immunotoksyn¹ skie-
rowan¹ przeciwko komórkowym AML, w których
ekspresji ulega GM-CSFR. Badania przeprowadzono
na grupie 31 osób chorych na nawracaj¹cy i oporny
na chemioterapiê AML. Wyst¹pi³a jedna ca³kowita
remisja oraz dwie czê�ciowe. Typowym skutkiem
ubocznym by³ zespó³ uwolnienia cytokin, w celu jego
unikniêcia zamieniono GM-CSF na IL3, która w prze-
ciwieñstwie do GM-CSF nie wi¹¿e siê do monocytów
i makrofagów. W�ród 14 z 20 pacjentów posiadaj¹cych
wcze�niej wytworzone przeciwcia³a anty-DT zaobser-
wowano DTGM w osoczu w stê¿eniach wystarczaj¹-
cych do wyst¹pienia cytotoksyczno�ci [42, 43, 96].

W przypadku preparatu o nazwie DAB389EGF
w pierwszej fazie testów klinicznych podano go pa-
cjentom z nowotworami prostaty, g³owy, szyi, piersi,
p³uc, nerek lub ¿o³¹dkowo-jelitowymi. Odpowied� na
leczenie by³a niestety ograniczona poprzez wyst¹pie-
nie kwasicy kanalikowo-nerkowej oraz odpowiedzi
immunologicznej na DAB389EGF. Obecnie pracuje siê
nad wykorzystaniem tej immunotoksyny do terapii
osób z nowotworami mózgu lub trzustki [42].

6. Podsumowanie

W ci¹gu ostatnich czterech dekad wiele immunotok-
syn przebadano pod wzglêdem skutecznego leczenia
ró¿nego rodzaju nowotworów. Badania prowadzone
by³y zarówno na hodowlach komórkowych, jak rów-
nie¿ na modelach zwierzêcych oraz pacjentach. Z ba-
dañ tych wynika, ¿e najwiêksz¹ skuteczno�æ posiadaj¹
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te preparaty, które oparte s¹ o immunotoksyny o sto-
sunkowo ma³ych cz¹steczkach oraz zawieraj¹ce czyn-
niki wzrostu lub czê�æ zmienn¹ przeciwcia³ jako cz¹s-
teczkê no�nikow¹. Najbardziej wra¿liwymi okaza³y
siê nowotwory hematologiczne, ze wzglêdu na du¿y
dostêp preparatu do docelowych komórek.

Jednak¿e istnieje wiele typów chorób, wobec których
immunotoksyny bêd¹ wymaga³y zastosowania ³¹czonej
terapii. Ich czasy rozpadu po³owicznego s¹ zbyt ma³e,
przez co penetracja guzów litych jest ma³o efektywna.
Prawdopodobnie lepsze wyniki mo¿e daæ po³¹czenie
stosowania immunotoksyn z innymi rodzajami terapii.
Jednym ze sposobów zwiêkszenia skuteczno�ci mo-
g³oby byæ zastosowanie chemioterapii w celu usuniêcia
znajduj¹cych siê w tkance nowotworowej niezwi¹za-
nych z b³on¹ receptorów dla przeciwcia³ lub ich frag-
mentów wykorzystanych w konstrukcji immunotoksyn.
Kolejn¹ mo¿liwo�ci¹ jest zredukowanie nowotworu
np. za pomoc¹ chirurgii, radioterapii czy chemioterapii,
a nastêpnie potraktowanie mikroskopijnych pozosta-
³o�ci immunotoksynami.

Wci¹¿ poszerzaj¹ca siê wiedza na temat mechaniz-
mów dzia³ania toksyn, dostêpno�æ nowych przeciw-
cia³ skierowanych przeciwko ró¿norodnym, coraz bar-
dziej specyficznym antygenom nowotworowym oraz
coraz szybszy postêp w badaniach powiêkszaj¹cy wie-
dzê na temat mechanizmów rz¹dz¹cych powstawa-
niem nowotworów mo¿e spowodowaæ, i¿ dalsze ba-
dania nad immunotoksynami zaowocuj¹ stworzeniem
pierwszej skutecznej celowanej terapii antynowotwo-
rowej. Olbrzymia rzesza ludzi oczekuje na to z nadzie-
j¹, gdy¿ zachorowalno�æ na raka stale ro�nie.
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