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1. Wstep

Pod koniec XIX wieku zaobserwowano, ze barw-
niki wstrzyknigte do ciat zwierzat wybarwiaja okres-
lone tkanki. Paul Ehrlich w 1906 r. postulowat,
ze jest mozliwe potaczenie barwnikéw z niektérymi
metalami o wlasciwos$ciach toksycznych. Moze to by¢
droga do stworzenia nowego rodzaju lekéw tkankowo-
specyficznych [18]. Kontynuacja tej mysli sa prowa-
dzone w ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat badania
nad immunotoksynami, ktére maja by¢ wykorzystane
w celowanej terapii przeciwnowotworowe;.

Konwencjonalne terapie stosowane obecnie w le-
czeniu nowotworow maja liczne ograniczenia. Radio-
terapia oddziatuje negatywnie nie tylko na nowotwor,

ale rowniez na normalne, zdrowe tkanki z nim sasia-
dujace. Wigkszos$¢ chemioterapeutykéw oraz promie-
niowanie jonizujace, wykorzystywane w radioterapii,
powoduja uszkodzenia DNA prowadzace do mutacji,
ktore sa jedna z przyczyn powstawania nOwotworow.
Z kolei chirurgiczne usuniecie tkanki nowotworowej
ma zastosowanie wylacznie na wczesnych etapach
rozwoju raka i nie ma zastosowania w przypadku
nowotworow hematologicznych [64].

Od poczatku historii badan nad immunotoksyna-
mi, koncepcje dotyczace ich konstrukcji przybieraty
wiele form. Na poczatku koniugaty syntetyzowano
metodami chemicznymi z wykorzystaniem przeciwciat
(poczatkowo poliklonalnych, pdzniej wypartych przez
przeciwciata monoklonalne) oraz toksyn hamujacych
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produkcje biatek na poziomie rybosomalnym. Probo-
wano rowniez wykorzysta¢ inne czasteczki wyka-
zujace powinowactwo do powierzchni komoérek no-
wotworowych, takie jak hormony, czynniki wzrostu,
cytokiny, transferryng, «-2-makroglobuling oraz inne
czasteczki zdolne do oddziatywania ze strukturami
powierzchniowymi znajdujacymi si¢ na komorkach
nowotworowych [18].

Do produkeji immunotoksyn uzywa si¢ réznych
toksyn pochodzenia roslinnego (rycyna, abryna, ge-
lonina czy saporyna), grzybicznego (restryktocyna),
zwierzgcego (cytotoksyczne kationowe peptydy z jadu
kobry indochinskiej — Naja naja siamensis) [65] oraz
bakteryjnego (toksyna btonicza, egzotoksyna A Pseudo-
monoas aeruginosa) [64]. Wykazuja one bardzo silne
wiasciwosci toksyczne, niewielka ich ilo$¢ po dostaniu
si¢ do komorki jest w stanie spowodowac jej Smier¢.
W przypadku najsilniejszych z nich wystarczy wnik-
nigcie zaledwie jednej czasteczki [61]. Wigkszo$¢ grup
badawczych konstruuje immunotoksyny na bazie tok-
syny btoniczej Corynebacterium diphtheriae, egzotok-
syny A P. aeruginosa oraz rycyny z Ricinus communis.

W oparciu o dat¢ odkrycia, metode konstrukcji
oraz skuteczno$¢ mozna wyrdzni¢ trzy generacje im-
munotoksyn.

Immunotoksyny pierwszej generacji byly prymi-
tywnymi czasteczkami sktadajacymi si¢ z kompletnego
biatka toksyny z wprowadzonymi mutacjami, maja-
cymi na celu inaktywacj¢ domeny wiazacej receptor. Do
toksyny dotaczano metodami chemicznymi (poprzez
wytworzenie mostkow dwusiarczkowych lub wiazan
amidowych) przeciwciata poliklonalne, ktore z czasem
zostaly wyparte przez przeciwciata monoklonalne.
Czasteczki tego typu wykazywaty niski stopien pene-
tracji tkanki nowotworowej oraz przedtuzony okres
polowicznego rozpadu, wiazacy si¢ z wystgpowaniem
niepozadanych skutkéw ubocznych. Ponadto ze wzgle-
du na duzy rozmiar, czasteczki te indukowaty wysoka
immunogenno$¢ ogodlna, co znaczaco obnizato ich
skuteczno$¢ [64].

Kolejnym krokiem w kierunku zniwelowania wad
i zwigkszenia skutecznosci byto stworzenie drugiej ge-
neracji immunotoksyn. Toksyny w nich wykorzystane
byty catkowicie pozbawione domeny wiazacej recep-
tor, a czasteczke nosnikowa dotaczano metodami inzy-
nierii genetycznej. W celu zwigkszenia specyficznosci
jako czasteczki no$nikowe wykorzystano fragmenty
przeciwciat rekombinowanych oraz ¢cDNA kodujace
czynniki wzrostowe lub cytokiny, wykazujace powino-
wactwo do czasteczek powierzchniowych ulegajacych
nadekspresji w komorkach nowotworowych [12, 64].

Ostatnia 1 najnowsza grupa sa immunotoksyny
trzeciej generacji, czyli tzw. immunotoksyny bispecy-
ficzne. Ich cecha charakterystyczna, od ktorej wywo-
dzi si¢ ich nazwa, jest zdolno$¢ do rozpoznawania
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dwoch roznych struktur na powierzchni komorek no-
wotworowych. Dzigki tej innowacji uzyskano znacz-
ny wzrost specyficzno$ci oraz spadek niepozadanej
toksycznosci [64, 84].

W ponizszej pracy przedstawiono obecny stan wie-
dzy na temat budowy, sktadnikéw oraz wykorzystania
immunotoksyn w celowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej, z ktora onkologia wiaze coraz wigksze nadzieje.

2. Toksyny bialkowe

Mechanizm cytotoksyczno$ci immunotoksyn zale-
zy od zastosowanej do ich konstrukcji toksyny. Gtow-
nie sa to biatka hamujace translacj¢. Wykazuja one
liczne podobienstwa w sposobie dziatania jak réwniez
w strukturze.

2.1. Toksyny bakteryjne

Zardéwno toksyna blonicza C. diphtheriae jak i eg-
zotoksyna A P. aeruginosa posiadaja domeng katali-
tyczna, ktéra przeprowadza reakcje ADP-rybozylacji
czynnika translacyjnego EF-2. Jednakze poza iden-
tycznym mechanizmem hamujacym translacje, PE
i DT roznig si¢ znaczaco pod wzgledem sekwencji
aminokwasowej oraz rozmieszczenia poszczegolnych
domen w czasteczce [42, 51].

2.1.1. Toksyna blonicza
Corynebacterium diphtheriae (DT)

DT jest biatkiem o dlugosci 535 aminokwasow,
sktadajacym si¢ z jednego tancucha [42]. Wytwarzane
jest przez C. diphtheriae — tlenowa, Gram-dodatnia
pateczke, ktora wywoluje blonice. W strukturze tego
biatka mozna wyrézni¢ fragment A zawierajacy enzy-
matyczna domeng C (aminokwasy 1-193) znajdujaca
si¢ na C-koncu oraz fragment B, w sktad ktérego
wchodzi domena wiazaca R (aminokwasy 482-535)
oraz domeng¢ T — transmembranowa (aminokwasy
205-379), ktora zawiera dziewigé o-helis. Pierwsze
trzy helisy tworza rejon amfipatyczny, ktory pomaga
w stabilizacji czasteczki na powierzchni btony komor-
kowej. Helisy 5, 6, 8 i 9 sa niepolarne, uprotonowanie
ich anionowych reszt prowadzi do utraty adunku,
co pozwala domenie C na przejScie przez blong.
W formie monomerycznej DT wykazuje wlasciwosci
toksyczne i ma ksztalt litery Y, natomiast w postaci
dimeru jest nietoksyczna [64].

W formie natywnej toksyna btonicza wiaze si¢ do
nabtonkowego czynnika wzrostu wiazacego heparyng
(HB-EGF), ktory znajduje si¢ w btonie komoérkowe;.
Nastepnym etapem jest transport DT do retikulum
endoplazmatycznego w postaci pgcherzyka, ktory po-
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wstaje na drodze endocytozy zaleznej od receptora.
Dynamina, bgdaca rozpuszczalnym biatkiem cyto-
plazmatycznym utatwia odlaczenie si¢ pgcherzyka od
btony komoérkowej. Podczas transportu przez cytozol,
pecherzyk zostaje oplaszczony przez klatryng, ktoéra
tworzy wokot niego strukture przypominajaca klatke.
Tuz przed potaczeniem sig pgcherzyka z retikulum en-
doplazmatycznym klatryna zostaje odtaczona. ATPazy
znajdujace si¢ w pecherzyku odpowiadaja za zakwasze-
nie wewngtrznego Srodowiska do pH=6. W kwaso-
wym pH domena T ulega zmianom konformacyjnym,
w wyniku czego ulega czg§ciowemu rozfatdowaniu,
a hydrofobowe tancuchy boczne zostaja wyekspono-
wane na zewnatrz czasteczki biatka. W ten sposéb tok-
syna blonicza nasladuje strukture biatek btonowych
(transmembranowych), co zapewnia tatwiejsze wbu-
dowanie si¢ do btony pecherzyka [68]. Kolejnym eta-
pem jest utworzenie kanatu, poprzez ktéry domena C
moze przemiesci¢ si¢ do cytoplazmy, gdzie nastepuje
redukcja wiazania dwusiarczkowego i odlaczenie od
domeny T. Biatko Hsp 90 odpowiada za uzyskanie
prawidlowej struktury trzeciorzedowej przez domeng
C. Receptor (HB-EGF) wraca do blony komdrkowe;j
poprzez egzocytoze, natomiast pozostatosci domeny T
i B zostaja zdegradowane [64] (rys. 1).

Wewnatrz cytoplazmy domena katalityczna prze-
nosi czasteczke ADP rybozy z NAD na 715 reszte
zmodyfikowanej posttranslacyjnie histydyny (zwanej
diftamid) w czasteczce czynnika translacyjnego EF-2
[86]. Powoduje to jego inaktywacje w wyniku czego
zatrzymana zostaje synteza bialek i komorka umiera
[21]. Jest to reakcja nieodwracalna, podczas ktorej
zachodzi zmiana konfiguracji NAD z anomeru 3 do «.
Czynniki translacyjne EF-2 wystgpujace u eukariotow,
drozdzy i archeonow sa wrazliwe na toksyny ADP-
rybozylujace, natomiast bakteryjne EF-2 sa niewraz-
liwe. Mutanty niezdolne do wytwarzania diftamidu
wykazuja odpornos¢ na dziatanie DT [64].

2.1.2. Egzotoksyna A Pseudomonas aeruginosa (PE)

P aeruginosa jest Gram-ujemna bakteria bedaca
patogenem oportunistycznym. Najpowazniejszymi cho-
robami wywotywanymi u ludzi przez P. aeruginosa sa:
ostry wewnatrzgalkowy infekcyjny stan zapalny, zapa-
lenie wsierdzia, aseptyczne zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych, posocznica oraz zapalenia pluc u oséb
chorych na mukowiscydoze.

Egzotoksyna A nalezy do rodziny mono-ADP-rybo-
zylotransferaz. Lancuch biatkowy ma dtugos¢ 638 ami-
nokwasow, z czego 613 aminokwasow tworzy wilasci-
we biatko, natomiast pozostate 25 wchodzi w skiad
silnie hydrofobowego peptydu sygnalnego, ktory jest
odcinany podczas sekrecji. Na N-kofcu znajduje si¢
domena Ia (aminokwasy 1-252), ktora jest odpowie-
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Rys. 1. Mechanizm dziatania toksyny btoniczej (DT).

Toksyna DT po wniknigciu do komoérki przechodzi proteoliz¢ a nastgp-
nie redukcj¢ mostkéow dwusiarczkowych w celu oddzielenia domeny
katalitycznej (tancuch A DT) od domeny wiazacej (fancuch B DT).
DT jest przecinane pomig¢dzy aminokwasami 193 i 194. Nastepnie kata-
lityczny tancuch A przemieszcza si¢ wewnatrz endosomu, przy pomocy
domeny translokacyjnej (T), ktora tworzy kanal w blonie endosomu,
przedostaje si¢ do cytozolu. Smieré komorki spowodowana przez DT
przebiega podobnie do apoptozy. EF2 — czynnik elongacyjny 2.

dzialna za rozpoznanie komoérki. Domena II (amino-
kwasy 253-364) zbudowana jest z sze$ciu ciagtych
« helis nastgpujacych po sobie i jest niezbgdna do tego,
aby zaszla translokacja domeny katalitycznej poprzez
btong. Funkcja domeny Ib (aminokwasy 365-404) nie
zostata dotychczas doktadnie zbadana, ale przypuszcza
si¢, ze moze by¢ potrzebna podczas sekrecji toksyny.
Domena III (aminokwasy 405-613) wraz z czterema
ostatnimi aminokwasami domeny Ib (400-404) tworza
katalityczna cze¢$¢ bialka, ktora jest odpowiedzialna
za proces zahamowania syntezy biatlek w komorkach
docelowych [1, 50, 95].

Pierwszym etapem w mechanizmie cytotoksycz-
nosci PE jest odcigcie lizyny 613 na C-koncu przez
karboksypeptydaze wystepujaca w osoczu, dzigki cze-
mu motyw REDLK ulega zmianie i powstaje REDL,
ktéry dziata jak sygnal kierujacy do retikulum endo-
plazmatycznego. Nastgpnie domena la wiaze sig z re-
ceptorem CD91 zwanym roéwniez «2MR/LRP, ktory
znajduje si¢ na powierzchni komoérki. Po zwiazaniu si¢
do powierzchni komorki egzotoksyna A moze wniknaé
do komorki na dwa sposoby [37, 40, 95].



242

Sied trans
aparatu Galglega

endoplazmatyczne

Receptor KDEL
Q) e

Rys. 2. Mechanizm dziatania egzotoksyny A P. aeruginosa (PE).

Egzotoksyna PE po wniknigciu ulega proteolizie a nastgpnie redukcji
mostkow dwusiarczkowych w wyniku czego nastgpuje oddzielenie dome-
ny katalitycznej (domena III PE) od domeny wiazacej (domena Ia PE).
W czasteczce PE nastgpuje usunigeie C-koncowej lizyny (K) jak rowniez
przecigcie pomigdzy aminokwasami 279 i 280, w wyniku czego powstaje
37 kDa C-koncowy fragment zakonczony sekwencja REDL. Fragment ten
z kolei jest transportowany dzigki zwiazaniu receptora KDEL w aparacie
Golgiego do retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie na koniec ulega
przemieszczeniu do cytozolu. Smieré komorki spowodowana przez PE
przebiega podobnie do apoptozy. EF2 — czynnik elongacyjny 2.

Wigkszosé¢ czasteczek PE dzigki obecnos$ci specy-
ficznego receptora wnika za posrednictwem endocy-
tozy klatryno-zaleznej. We wczesnych endosomach PE
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pod wplywem lekko kwasowego srodowiska odtacza
si¢ od CD91, przechodzi zmiany konformacyjne i jest
przecinane przez furyng pomigdzy 279 argining a 280
glicyna w wyniku czego powstaje N-koncowy frag-
ment o masie 27 kDa oraz C-koncowy fragment o ma-
sie 37 kDa, zawierajacy domeng Ib, II oraz III. Oba te
fragmenty pozostaja potaczone mostkiem dwusiarcz-
kowym pomigdzy cysteinami 265 1287. W lekko kwa-
sowym Srodowisku endosomow biatko ulega rozfal-
dowaniu, powoduje to wyeksponowanie wiazania
dwusiarczkowego, a nastgpnie redukcje przy udziale
izomerazy disulfidowej, w wyniku czego uwalniany jest
C-koncowy fragment zawierajacy domeng katalityczna.
Nastepnie fragment ten przemieszcza si¢ za posrednic-
twem po6znych endosoméw i drogi Rab9-zaleznej do
sieci trans aparatu Golgiego. Tam na drodze pH-zalez-
nej wiaze si¢ do receptora rozpoznajacego sekwencje
KDEL poprzez sekwencj¢ REDL, ktora ja imituje.
W skutek tego C-koncowy fragment PE zostaje prze-
transportowany do retikulum endoplazmatycznego
w czym uczestniczy kinaza tyrozynowa Src [40, 93, 96].

Druga droga, za pomoca ktérej PE moze dostaé si¢
do cytoplazmy wymaga zwiazania przez czasteczke
toksyny oprocz CD9I1 réwniez DRM (mikrodomeny
odpornej na detergenty), PE zostaje wtedy przetrans-
portowane do wczesnych endosomow za posred-
nictwem specyficznych endosomoéw (caveosomes) na
drodze Rab5-zaleznej. We wczesnych endosomach PE
ulega takim samym przemianom jak w przypadku
pierwszej drogi wnikania, a nastgpnie przemieszcza
si¢ bezposrednio do retikulum endoplazmatycznego za
posrednictwem drogi Rab6-zaleznej. Kiedy juz 37 kDa
fragment C-koncowy znajdzie si¢ w retikulum endo-
plazmatycznym, woéwczas sekwencje znajdujace si¢
w domenie II indukuja sekrecje tego fragmentu do cy-
tozolu w czym uczestniczy translokon Sec61p [36, 95].

Kiedy enzymatycznie aktywna czg$¢ PE znajdzie si¢
w cytoplazmie, katalizuje ona reakcj¢ ADP-rybozylacji
czynnika translacyjnego EF-2 przebiegajaca wedlug
tego samego mechanizmu jaki wystgpuje w przypadku
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Rys. 3. Egzotoksyna A P. aeruginosa (PE).

Rysunek przedstawia strukturalne i funkcjonalne domeny PE. Domena Ia (aa 1-252) petni funkcj¢ domeny wiazacq receptor. Domena I1 (aa 253-364)

jest niezbedna do translokacji toksyny poprzez btony komérkowe. Domena katalityczna o aktywnosci ADP-rybozylotransferazy (aa 40 0-613) sktada

si¢ z fragmentu domeny Ib (aa 365-404) oraz domeny III (aa 405-613). Miejsce cigcia rozpoznawane przez furyng (aa 274-280) znajduje sig
wewnatrz domeny II, natomiast sekwencja zatrzymania ER (aa 609-613) na C-koncu i stanowi wazny motyw PE.
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DT. Ostanie badania struktury PE wskazuja na to,
ze interakcja tego biatka z EF-2 tudzaco przypomina
normalne oddzialywanie EF-2 z podjednostka 60S
rybosomu [31, 81, 95].

2.2. Toksyny roSlinne

Bialka inaktywujace rybosomy (RIP)

Biatka inaktywujace rybosomy (RIP) sa rodzing
toksyn roslinnych, ktore uszkadzaja rybosomy w spo-
sob nieodwracalny. Mozna je podzieli¢ na dwa typy.
RIP typu I (hemitoksyny) sa zbudowane z jednego tan-
cucha biatkowego, wykazujacego analogi¢ funkcjo-
nalna do tancucha A np. rycyny albo abryny, jednakze
z powodu braku tancucha B sa duzo mniej toksyczne.

RIP typu II (holotoksyny), np. rycyna, abryna, sa
heterodimerami o masie okoto 60-65 kDa, w sktad
ktorych wchodzi enzymatycznie aktywny tancuch A
polaczony mostkiem dwusiarczkowym z fancuchem
B, ktory petni funkcj¢ domeny wiazacej i moze taczy¢
si¢ z receptorami znajdujacymi si¢ na powierzch-
ni komorki, zakonczonymi grupa galaktozylowa. Jest
réwniez bardzo prawdopodobne, ze tancuch B odpo-
wiada za kontrole wewnatrzkomdrkowego transportu
tancucha A oraz jego translokacje poprzez btony orga-
nelli komérkowych [18].

Biatka inaktywujace rybosomy sa rRNA N-gliko-
zydazami, poniewaz moga usunac pojedyncza reszte
adeninowa z rRNA [13, 18]. W przypadku holotoskyn
domena B wiaze si¢ z powierzchnia komorki, nastepnie
katalityczna domena A ulega translokacji do cytozolu.
Aby proces ten przebiegat prawidtowo, niezbgdna jest
redukcja mostku dwusiarczkowego taczacego obie
omeny. Dokladny mechanizm przemieszczenia dome-
ny A przez blong komérkowa nie jest znany, proces
ten jest najprawdopodobniej rézny dla poszczegodl-
nych toksyn ro§linnych. RIP uniemozliwiaja przyla-
czanie si¢ czynnika translacyjnego EF-1 i EF-2 do
podjednostki 60S rybosomu poprzez usunigcie A*%*
w 28S rRNA. Rycyna usuwa rowniez sasiadujaca
G*2, Smier¢ komorki jest zwiazana z apoptoza.

2.3. Toksyny zwierzece

Cytotoksyczne kationowe peptydy
z jadu Naja naja siamensis

W jadzie indochinskiej kobry plujacej znaleziono
wiele cytotoksycznych peptydow kationowych (CTX)
wykazujacych duza homologie i sktadajacych sig
z 60-63 aminokwasow, ktore tworza cztery mostki
dwusiarczkowe budujace centralny, globularny region,
z ktérego wystaja trzy petle.

W przeciwienstwie do niektorych kationowych
peptydow takich jak melityna, ktoéra wystepuje w jadzie
pszczoty 1 powoduje liz¢ komorek kazdego rodzaju,
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Rys. 4. Roslinne toksyny i chemiczne koniugaty.

Holotoskyny (np. rycyna i abryna) zawieraja domeng katalityczna (A)
i wiazaca (B) polaczone ze soba mostkiem dwusiarczkowym, natomiast
hemitoksyny zawieraja tylko domeng katalityczna (A). Cata czasteczka
rycyny posiada wiele grup weglowodanowych oraz reszt, ktore wiaza
si¢ do komoérek watroby i innych zdrowych tkanek. Redukcja mostku
dwusiarczkowego pozwolita otrzymac tancuch A rycyny (RTA), ktory
ma zmniejszong zdolnos$¢ wiazania do normalnych tkanek. Aby bardziej
obnizy¢ niespecyficzne wigzanie do normalnych tkanek skonstruowano
rRA (rekombinowany RTA w Escherichia coli), dgA (chemicznie degli-
kozylowany RTA) oraz bR (chemicznie zablokowane grupy weglowoda-
nowe na RTA). Immunotoksyny otrzymywane metodami chemicznymi
zawieraja toksyng potaczona najczesciej z przeciwciatem monoklonal-
nym. Miejsce polaczenie toksyny z przeciwcialem oraz stosunek toksyny
do przeciwciata w chemicznych koniugatach nie jest staly.

CTX preferencyjnie zabija komorki czerniaka oraz ko-
morki nowotworowe centralnego uktadu nerwowego.
Ponadto wykazano, ze CTX réwniez powoduje lizg
bton komoérkowych nowotworowych limfocytow T
w stezeniach duzo nizszych niz te, ktore powoduja lize
normalnych, zdrowych limfocytow T. Latwy sposob
izolacji oraz wysoka wydajnos¢ tego procesu stanowia
kolejna zaletg CTX. Struktura CTX jest dobrze pozna-
na i scharakteryzowana. Maly rozmiar tych peptydow
jest kolejna zaleta, gdyz dzigki temu nie oddziatuja
one z przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi
przeciw antygenom specyficznym dla nowotworow,
a wigc nie obnizaja aktywno$ci immunotoksyn [65].

2.4. Toksyny grzybowe

Restryktocyna Aspergillus restrictus

Restryktocyna produkowana jest przez A. restrictus,
nalezy do grzybowych rybotoksyn i jest jednym z naj-
silniejszych znanych inhibitoréw translacji. Mechanizm
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jej dziatania jest prosty: restryktocyna przecina poje-
dyncze wiazanie fosfodiestrowe w 28S rRNA w wy-
niku czego translacja zostaje zatrzymana. Ze wzgledu
na brak domeny wiazacej, aby restryktocyna zadziata,
niezbgdne jest dostarczenie jej do komorki [9]. Jest
to zaleta w przypadku wykorzystania restryktocyny
do tworzenia immunotoksyn, dzigki czemu mozna
pomina¢ etap usuwania oryginalnej domeny wiazacej,
ktéra jest niepozadana.

3. Czasteczki nosnikowe

Do konstruowania immunotoksyn mozna wyko-
rzysta¢ kilka rodzajow czasteczek nosnikowych (roz-
poznaja rézne struktury powierzchniowe), np. prze-
ciwciala lub ich fragmenty, cytokiny, czynniki wzrostu
oraz rozpuszczalne receptory [18]. Czasteczki te sa
niezbgdne, gdyz to wlasnie one odpowiadaja za spe-
cyficzno§¢ immunotoksyn.

3.1. Przeciwciala i ich pochodne

Gléwnym rodzajem czasteczek no$nikowych wy-
korzystywanych w immunotoksynach sa przeciwciata
lub ich fragmenty. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na ich
zdolnosci do selektywnego rozpoznawania i wiazania
réznorodnych antygenow. Pierwsze immunotoksyny
wykorzystywaly poliklonalne przeciwciata potaczone
z niemodyfikowanym biatkiem toksyny np. bloniczej
[83]. W ciagu kolejnych lat badan przeciwciala po-
liklonalne zostaty wyparte przez przeciwciala mono-
klonalne (mAb). Koniugaty zbudowane z przeciwcial
polaczonych z toksyna znalazly szerokie zastosowa-
nie, poczawszy od oczyszczania szpiku kostnego ex
vivo a skoficzywszy na leczeniu hematologicznych
i litych nowotworow [18].

W przypadku komoérek nowotworowych, wiele
uzywanych przeciwcial monoklonalnych jest skie-
rowanych przeciwko antygenom réznicowania, ktore
wystepuja rowniez na normalnych komorkach zdro-
wych tkanek. Jednakze komorki rakowe charaktery-
zuja si¢ duzo wyzszym poziomem ekspresji niektorych
antygenow réznicowania, dzigki czemu moga by¢ pre-
ferencyjnie zabijane. W przypadku, gdy przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciwko komérkom nowo-
tworowym reaguja z normalnymi tkankami, nie musi
to stanowi¢ powodu do zaprzestania wykorzystywania
danej immunotoksyny, gdyz niskie zaggszczenie anty-
gendw, bariery anatomiczne oraz mato wydajna endo-
cytoza moga obniza¢ efektywnos$¢ zabijania normal-
nych komorek posiadajacych na swojej powierzchni
struktury wystgpujace rowniez na komoérkach nowo-
tworowych. Z drugiej strony niektore interakcje im-
munotoksyn z normalnymi komoérkami, uszkadzajace
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tkanki niezbg¢dne do prawidlowego funkcjonowania
organizmu, moga by¢ niemozliwe do wykrycia standar-
dowymi metodami. Z tego wtasnie powodu potrzebne
sa odpowiednie modele zwierzgce, na ktorych mozna
by testowaé bezpieczenstwo nowych terapeutykow,
ktére miatyby by¢ stosowane do leczenia ludzi [18].

Jedna z najwigkszych wad przeciwcial monoklo-
nalnych jako czasteczek nosnikowych jest ich immuno-
gennos¢ spowodowana mysim pochodzeniem. W przy-
padku gdy w terapiach poprzedzajacych zastosowanie
immunotoksyny podawano immunosupresanty lub
w przypadku gdy chory ma obnizong odporno$¢ w wy-
niku przebywanej choroby, immunogenno$¢ nie od-
grywa tak znaczacej roli. Jednakze w sytuacji gdy
organizm jest w stanie wytworzy¢ normalna odpowiedz
immunologiczna przeciwko immunotoksynie stanowi
to duzy problem. Zastosowanie chimerycznych lub
humanizowanych przeciwciat monoklonalnych moze
obnizy¢ immunogenno$¢ [7, 18, 51, 78, 93].

Przeciwciata o podwdjnej swoistosci, rozpoznaja-
ce zardwno struktury powierzchniowe komorek jak
i bialka toksyn, sa réwniez badane pod katem ich
potencjalnego zastosowania jako czasteczek nosniko-
wych. Powstaja one na skutek chemicznego potacze-
nia dwoch réznych przeciwciat monoklonalnych lub
sa wytwarzane przez linie komorkowe zwane hybrid-
hybrydoma powstajace na skutek potaczenia dwoch
hybrydom (hybrydoma powstaje w wyniku fuzji nor-
malnej komorki np. $ledziony myszy z komorka no-
wotworowa np. chtoniaka, uzywana do uzyskiwania
przeciwcial monoklonalnych) [7, 18, 78].

3.2. Cytokiny, czynniki wzrostu oraz hormony

Inne rodzaje czasteczek no$nikowych wykorzys-
tywanych do konstrukcji immunotoksyn to gtdownie
cytokiny i czynniki wzrostu, takie jak IL-2, IL-3,
IL-4, IL-6, EGF, GM-CSF, transferyna oraz NGF.
Mimo, ze wykazuja one powinowactwo do normal-
nych komorek, to receptory przez nie rozpoznawane
ulegaja podwyzszonej ekspresji podczas aktywacji ko-
morek, réznicowania oraz rozwoju nowotworu, dzieki
czemu mozna je wykorzysta¢ do celowania w okres-
lone niewielkie populacje komorek [18].

Cytokiny i czynniki wzrostu sg bardzo efektywne
pod wzgledem wiazania struktur powierzchniowych,
gdyz wykazuja kilkukrotnie wyzsze powinowactwo
w poréwnaniu do przeciwcial monoklonalnych. Ponad-
to na drodze endocytozy zaleznej od receptoréw moga
transportowa¢ immunotoksyny do wngtrza komorek
z duzo wigksza wydajnoscia niz ma to miejsce w przy-
padku przeciwciat [34]. Kolejna zaleta jest ludzkie po-
chodzenie cytokin i czynnikoéw wzrostowych, dzigki
czemu nie s3 immunogenne. Duza dostepnos¢ sklono-
wanych sekwencji genow kodujacych te czasteczki
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umozliwia tatwe manipulacje w celu stworzenia bia-
tek fuzyjnych [18].

Potencjalnymi wadami wiazacymi si¢ z zastosowa-
niem cytokin lub czynnikéw wzrostu jako czasteczek
no$nikowych w immunotoksynach jest bardzo szybkie
tempo usuwania ich z organizmu. Powazny problem
stanowi rdwniez mozliwo§¢ promowania proliferacji
komorek docelowych w przypadku gdy stezenie cyto-
kin/czynnikdw wzrostu byloby niewystarczajace do
uzyskania efektu toksycznego. Kolejna wada jest obec-
no$¢ w organizmie rozpuszczalnych receptorow i ligan-
dow, ktore moga obnizaé skuteczno§¢ immunotoksyny
zawierajacej tego typu czasteczki nosnikowe [18, 54].

Hormony rzadko sa wykorzystywane w roli czaste-
czek nosnikowych, a zwiazki powstate z potaczenia
hormonéw z toksynami biatkowymi nosza nazwe¢ hor-
monotoksyn [18].

4. SKkutki uboczne dzialania immunotoksyn

Wszystkie immunotoksyny wywotuja niepozadana
toksyczno$¢ w stosunku do zdrowych tkanek. Wérdd
skutkdw ubocznych mozna wyrozni¢ trzy najwazniej-
sze objawy, ktore pojawiaja si¢ podczas stosowania
wigkszosci immunotoksyn. Sa to zespot przesigkania
naczyniowego (VLS), hepatotoksyczno$¢ oraz zesp6t
hemolityczno-mocznicowy (HUS). Stanowi to duzy
problem, gdyz w znacznym stopniu ogranicza mozli-
wos¢ stosowania immunotoksyn w terapii kliniczne;j.

4.1. Zespol przesigkania naczyniowego (VLS)

Zespot przesigkania naczyniowego jest gtéwnym
skutkiem ubocznym limitujacym dawki immunotok-
syn [43, 95]. Objawy towarzyszace VLS to zwigkszo-
na przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, wycieka-
nie ptyndéw, wskutek czego powstaje Srodmiazszowy
obrzek i1 uszkodzenie organow. Poza tym zaobserwo-
wano roOwniez pojawienie si¢ podcisnienia, hypoalbu-
minemig (obnizone st¢zenie albumin krwi), mocznice
oraz obrzek ptuc [64].

Po dozylnym podaniu terapeutyku czasteczki immu-
notoksyny, aby dosta¢ si¢ do tkanek, maja do pokona-
nia barierg, jaka stanowia §ciany naczyn krwionosnych,
musza wigc przejs$¢ przez wewngtrzna ich warstwe ko-
morek $rodbtonka [42, 43]. W momencie, w ktorym
nastgpuje kontakt miedzy komodrkami s$rodbtonka
a czasteczkami immunotoksyny, zachodza procesy
inicjujace powstanie VLS [43]. Mechanizm pozostaje
na razie niejasny. Najprawdopodobniej zawiera ciag
zdarzen, ktore zaczynaja si¢ w komorkach srodbtonka
i tacza w sobie kaskadg reakcji odpowiedzi zapalnej
oraz aktywno$¢ cytokin [88]. Przypuszcza sig, Ze nie-
specyficzne wchianianie immunotoksyn przez makro-
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fagi skutkuje uwolnieniem cytokin, ktére posrednicza
w kolejnych reakcjach skutkujacych wystapieniem
VLS. Natomiast wnikanie immunotoksyn do komorek
sroédbtonka powoduje uwalnianie tlenku azotu, ktory na
skutek utleniania powoduje uszkodzenia, ktore rowniez
indukuja powstanie VLS [64, 87].

Dowiedziono, ze istnieje motyw aminokwasowy
odpowiedzialny za indukcje VLS przez rézne czas-
teczki immunotoksyn, ktory jest odpowiedzialny za
ich wiazanie si¢ do komorek $rodbtonka i inicjacje,
a nastgpnie propagacje VLS. Ten zidentyfikowany mo-
tyw to (x)D(y), gdzie w miejscu x wystepuja takie ami-
nokwasy jak: leucyna, izoleucyna, glicyna lub walina,
natomiast w miejscu oznaczonym y znajduje si¢ wali-
na, leucyna lub seryna. Z wczes$niejszych badan wy-
nika, ze wprowadzenie mutacji w obrgbie tego motywu
lub w sekwencjach blisko z nim sasiadujacych moze
zmniejszy¢ lub nawet zapobiec powstaniu VLS [88].

Grupa badaczy z Szanghaju przeprowadzita do-
swiadczenie, w ktorym poprzez mutacje wprowadzili
zmiany w motywie podejrzewanym o wywolywanie
VLS. Otrzymali oni osiem r6znych zmutowanych wer-
sji immunotoksyny SMFv-PE38KDEL zawierajacych
zmiany w sekwencji aminokwasowej wewnatrz bada-
nego motywu. Przeprowadzono testy cytotoksycznosci
na liniach komoérkowych a nastgpnie in vivo na modelu
mysim. Po zebraniu i poréwnaniu wynikow stwier-
dzono, ze udato im si¢ tak zmodyfikowaé czasteczke
immunotoksyny, ze jej podanie praktycznie nie wywo-
tywato VLS, a skutecznos¢ zabijania komorek docelo-
wych byla rowniez prawie nie zmieniona w poréwna-
niu do czasteczki wyjsciowej [88].

Poza wyzej wspomniang mutagenezg istnieja row-
niez inne metody zmniejszenia objawoéw VLS. Mozna
to osiagna¢ poprzez konstruowanie immunotoksyn,
ktorych czas poltrwania w osoczu jest krotki oraz
przez zmniejszenie rozmiardéw czasteczek. Ponadto
podawanie lekow przeciwzapalnych oraz Ssrodkow
zapobiegajacych wiazaniu si¢ immunotoksyn do ko-
morek $rodbtonka moze mie¢ réwniez pozytywny
efekt w postaci zmniejszenia czgstosci wystgpowania
zespotu przesigkania naczyniowego [64, 87].

4.2. Hepatotoksycznos$¢

Hepatotoksycznos¢ zwiazana jest w duzym stop-
niu z produkcja cytokin przez komorki Kupffera w wa-
trobie [42]. Stanowi to kolejny czynnik limitujacy
dawki potencjalnych terapeutykéw opartych o immu-
notoksyny [43]. Zostato to najlepiej zbadane na przy-
ktadzie egzotoksyny A P. aeruginosa, ktora jest wy-
korzystywana w wielu immunotoksynach.

Badania in vitro nad wpltywem PE dowodza, ze
zwigksza ona produkcj¢ TNF-a w ludzkich leuko-
cytach oraz w mysich komodrkach Kupffera [11, 27].
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Dowiedziono rowniez, ze TNF-« taczy si¢ z watrobo-
wym receptorem dla TNF (TNF-R), co indukuje apop-
toze hepatocytow poprzez blokowanie aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB. Jest to nietypowe, gdyz
zazwyczaj TNF-o aktywuje NF-kB. Ponadto poprzez
receptor TNF-R zachodzi in vivo indukcja hepatotok-
sycznosci zaleznej od limfocytow T. Poza tym udo-
wodniono, ze PE w sposdb posredni indukuje prolifera-
cje splenocytéw, aktywuje limfocyty T cytotoksyczne,
wplywa na wydzielanie przez limfocyty T CD8+ per-
foryn oraz indukcje hepatotoksycznosci in vivo. PE
wplywa rowniez na zwigkszenie ilo§ci produkowa-
nych cytokin (oprocz TNF-«), takich jak IL-1 o, IL-2,
IL-6, IFN-y oraz IL-18 [11].

4.3. Zespol hemolityczno-mocznicowy (HUS)

Efekt uboczny w postaci HUS zaobserwowano je-
dynie w przypadku badan nad immunotoksyna BL22
(RFB4Fv-PE38). W przypadku badania pozostatych
immunokonigatéw zawierajacych elementy egzotok-
syny A nie stwierdzono wystapienia HUS [43, 61].
Objawami typowymi dla zespotu hemolityczno-mocz-
nicowego sa ostra niewydolno$¢ nerek, ich mikroan-
giopatyczna niedokrwisto$¢ oraz trombocytopenia [61].
Niestety mechanizm oraz czynniki odpowiedzialne za
wywotywanie HUS przez BL22 sa jak dotad nieznane.

4.4. Inne skutki uboczne

Do pozostatych skutkéw ubocznych, wystepujacych
nie tylko podczas podawania immunotoksyn naleza:
nudnos$ci, wymioty, biegunka, odpowiedzi zapalne itp.
W celu ztagodzenia tych objawéw mozna podawaé
profilaktyczne leki.

5. Proby zastosowania immunotoksyn

W krajach wysoko rozwinigtych gospodarczo od-
setek ludzi chorujacych na nowotwory stale si¢ po-
wigksza. Dotychczas nie udato si¢ opracowaé w petni
skutecznej terapii przeciwnowotworowej, ktora bytaby
wysoce specyficzna i zarazem skuteczna, dlatego tez
coraz wigcej uwagi poswigca si¢ immunotoksynom.
Badania nad nimi sa prowadzone w wielu laborato-
riach na catym $wiecie. Jednakze zanim te potencjalne
terapeutyki zostana zatwierdzone i wprowadzone do
uzycia w terapiach klinicznych, musza one przejsé¢
szereg bardzo rygorystycznych testow, majacych na
celu okreslenie ich parametrow farmakokinetycznych
jak roéwniez zidentyfikowanie i ewentualne wyelimi-
nowanie niepozadanych efektow ubocznych.

Testy przedkliniczne przeprowadzane sa in vitro na
hodowlach komoérkowych oraz in vivo na modelach
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zwierzgeych, ktorymi zazwyczaj sa myszy, szczury lub
tez malpy. Nastgpnym etapem sg testy kliniczne, prze-
prowadzane na ludziach. Ich celem jest zasadnicze
okreslenie skutecznos$ci oraz przede wszystkim bez-
pieczenstwa stosowanie danego terapeutyku. Mozna
wyrdzni¢ 5 faz testow klinicznych — faza 0, I, II, III
i IV. W kazdym kolejnym etapie grupa pacjentow pod-
dawana badaniu jest coraz liczniejsza, poczawszy od
10—15 oséb a skonczywszy na kilku tysiacach.

W ponizszym rozdziale przedstawiono wybrane
immunotoksyny i stopien zaawansowania badan nad
nimi oraz wyniki ich zastosowania w testach przedkli-
nicznych i klinicznych.

5.1. Testy przedkliniczne
5.1.1. Immunotoksyny oparte o PE

Wigkszo$¢ immunotoksyn przechodzacych obecnie
etap badan przedklinicznych jest oparta o egzotoksy-
ne A P. aeruginosa. Informacje na temat wigkszosci
z nich znajduja si¢ w tabeli 1. Oto kilka przyktadow.

Szwajcarska grupa badawcza pod przewodnictwem
Sandry Zimmermann skonstruowala immunotok-
syng (MOC31-ETA,;, (,,) skladajaca sig¢ z ETA,, (.5,
czyli fragmentu PE pozbawionego domeny 1 (wiaza-
cej) 1 zawierajacego dwie lizyny na N-koncu, potaczo-
nego z przeciwciatem monoklonalnym MOC31 skie-
rowanym przeciwko EGP-2 — antygenowi obecnemu
na powierzchni wielu komoérek nowotworowych, m.in.
drobnokomoérkowego raka ptuc (SCLC) oraz raka
gruczotowego pluc. Zaleta tego antygenu jest jego
ograniczona obecno$¢ na zdrowych komoérkach na-
btonkowych. Badana immunotoksyna wykazala cyto-
toksyczno$¢ wzgledem komoérek SCLC, w ktorych
ekspresji ulega EGP-2, niezaleznie od stopnia ich
opornosci na chemioterapi¢. Myszy pozbawione grasi-
cy z podskérnymi ksenograftami opornego na chemio-
terapi¢ SCLC oraz raka gruczotowego pluc zostaty
poddane dziataniu MOC31-ETA,, (5. W przypadku
obu modeli nowotwor6éw skuteczno$¢ podanej immu-
notoksyny byla zalezna od obecno$ci EGP-2 na po-
wierzchni komorek, wielkosci dawki byta odwrotnie
proporcjonalna do rozmiaréw nowotworu. Brak efek-
tu w stosunku do duzych, aktywnych ksenograftéw
moze by¢ spowodowany niewystarczajaca penetracja
tkanek nowotworu przez badana immunotoksyne, co
moze wynika¢ z duzych rozmiaréw czasteczki [19].

Kolejna immunotoksyna godna zwrdcenia uwagi
jest G28-5 sFv-PE40. Czasteczka nosnikowa uzyta do
jej konstrukcji jest G28-5 sFv, jedno tancuchowa czgsé
zmienna przeciwciata monoklonalnego G28-5 skiero-
wanego przeciwko antygenowi CD40, ktory ulega sil-
nej ekspresji w komorkach nowotworow ztosliwych
limfocytow B, takich jak bialaczka limfocytow B, NHL
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Tabela I
Testy przedkliniczne immunotoksyn opartych o PE
Immunotoksyna Konstrukcja Wiazany Nowotwor Piémien-
antygen nictwo
CDI19-ETA’ scFv potaczone z PE3SKDEL CD19 Chtoniak, biataczka [75]
Anty-Tac(Fv)-PE38KDEL [LMB2] | scFv potaczone z PE3SKDEL CD25 CD25 [67]
+ komoérki nowotworowe [67]
Anty-Tac(Fv)-PE40KDEL scFv potaczone z PE40KDEL CD25 Biataczka limfatyczna [38]
przewlekta
RTF5(scFv)-ETA scFv potaczone z PE40 CD25 Chtoniak [3]
RFB(dsFv)-PE38 [BL22] scFv potaczone z PE38 CD22 Biataczka [39]
G28-5sFv-PE40 scFv potaczone z PE40 CD40 Chtoniak Burkitt’a [20]
Ki4(scFv)-ETA’ scFv potaczone z PE40 CD30 Chtoniak Hodkin’a [35]
CD7-ETA scFv potaczone z PE40 CD7 Ostra biataczka [62]
limfoblastyczna
OVB3-PE mADbD pot. mostkiem dwusiarczk. | Jajnikowy Jajnika [91]
z PE
B3-Lys-PE38 [LMB-1] mADb chemicznie potaczone LeY Roézne [69]
z PE38
B1(dsFv)-PE38 dsFv potaczone z PE38 LeY LeY [5]
+ komoérki nowotworowe
B3(dsFv)-PE38 dsFv potaczone z PE38 LeY LeY [5]
+ komoérki nowotworowe
BR96sFv-PE40 [SGN-10] dsFv potaczone z PE40 LeY LeY [24]
+ komorki nowotworowe
1L4(38-37)PE38KDEL [NBI-3001] | IL4 potaczone z PE3SKDEL IL4-R Piersi, SCCHN, trzustki, [32]
neuroblastoma
IL13-PE38QQR IL13 potaczone z PE38QQR IL13-R Glowy i szyi [33]
scFv(FRP5)-ETA scFv potaczone z PE40 erbB2 Jajnika, prostaty [72]
AR209[e23(Fv)PE38KDEL] scFv potaczone z PE3SKDEL erbB2 P1oc, prostaty [79, 80]
Erb-38 scFv potaczone z PE38 erbB2 Naskorkowy, piersi [66]
MRI1(Fv)-PE38 scFv potaczone z PE38 EGFRvIIL Gliomblastoma [4]
TP38 TGF-a potaczone z PE38 EGFR Glioma [70]
TP40 TGF-a potaczone z PE40 EGFR Glioma, prostate, [47]
epidermoid
425.3PE mAb chemicznie potaczone z PE | EGFR Piersi [2]
AS5-PE40 scFv potaczone z PE40 PSMA Prostaty [94]
SS1(dsFv)PE38[SS1P] dsFv potaczone z PE38 Mezotelina Jajnika, trzustki [28]
scFv(MUC1)-ETA scFv potaczone z PE40 MUCI1 Piersi [77]
9.2.27-PE mAb chemicznie potaczone z PE | HMW-MAA Gliomblastoma [29]
TP-3(scFv)-PE38 scFv polaczone z PE38 Antygen Ostrosarcoma [55]
osteosarcomy
TP-3(dsFv)-PE38 dsFv potaczone z PE38 Antygen Ostrosarcoma [55]
osteosarcomy
8H9(dsFv)-PE38 dsFv potaczone z PE38 Glikoproteina Piersi, ostrosarcoma, [56]
powierzchniowa | neuroblastoma
4D5MOCB-ETA scFv potaczone z PE40KDEL Ep-CAM Ptuc, jelita grubego, SCC [12]
HB21(Fv)-PE40 scFv potaczone z PE40 TfR Jelita grubego [76]

Skréty: dsFV, Fv, stabilizowany mostkiem dwusiarczkowym; EGFR, receptor naskérkowego czynnika wzrostu; EGFRVIII, mutant delecyjny EGFR;
erbB2, HER2/neu-receptor; HMW-MAA, antygen czerniaka o duzej masie molekularnej; IL13-R, receptor interleukiny 13; IL4-R, receptor interleu-

kiny 4; LeY, antygen Lewisa; mAb, przeciwciato monoklonalne; MUCI, biatko z rodziny mucin; PE, egzotoksyna P. aeruginosa (aa 1-613); PE38,
skrocona forma PE (aa253-364 i 381-613); PE3SKDEL, PE38 z motywem zatrzymania retikulum endoplazmatycznego (KDEL) na C-koncu;
PE38QQR, PE38 z zamienionymi lizynami 590 i 606 na glutaminy i lizyna 613 na argining; PE40, skrocona forma PE (aa 253-613); PE40 KDEL,
PE40 z motywem zatrzymania retikulum endoplazmatycznego (KDL) na C-koncu; PSMA, antygen btonowy specyficzny dla prostaty; SCC, rak
ptaskokomoérkowy; SCCHN, rak ptaskokomorkowy glowy i szyi; scFv, jednotancuchowe Fv; TfR, receptor transferryny; TGF-e, transformujacy
czynnik wzrostu alfa [wg 40, zmienione].
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(chtoniak nieziarniczy), HD (choroba Hodgkina) oraz
réznego rodzaju szpiczakach. W badaniu wykorzysta-
no myszy SCID posiadajace ksenografty ludzkiego
chloniaka. Zaobserwowano terapeutyczna wydajnos¢,
ktora byta zalezna od dawki oraz harmonogramu po-
dawania immunotoksyny. Ze wzgledu na wystgpowa-
nie CD40 na rozmaitych zdrowych ludzkich tkankach,
przeprowadzono badanie na makakach w celu okres-
lenia niepozadanej toksycznosci, ktérych wyniki byly
obiecujace w przypadku dawek o dzialaniu terapeu-
tycznym, dzigki czemu G28-5 sFv-PE40 zostato za-
kwalifikowane do testéw klinicznych [20, 90, 95].

1L-4(38-37)-PE38KDEL lub inaczej NBI-3001 jest
immunotoksyna skierowana przeciwko receptorowi dla
IL-4, ktory jest znajdowany na powierzchni komorek
guzow litych 1 ztosliwych nowotworow hematologicz-
nych. W testach przedklinicznych przeprowadzonych
na komorkach r6znych nowotworow, wykazano regre-
sje u myszy niosacych ksenografty ludzkiego raka
piersi, glowy, szyi, SSCHN oraz raka trzustki [42, 95].
NBI-3001 przeszto pozytywnie etap testow przedkli-
nicznych i zostalo dopuszczone do testéw klinicznych.

Grupa niemieckich badaczy opracowala immuno-
toksyne scFv(FRP5)-ETA, zawierajaca jedno-tancu-
chowa cz¢$¢ zmienna przeciwciata monoklonalnego
skierowanego przeciwko komérkom nowotworowym
z nadekspresja ErbB2 (HER2). Eksperymenty in vitro
wykazaly silne wlasciwo$ci przeciwnowotworowe
w stosunku do komorek raka piersi, raka jajnika,
SSCHN 1 raka prostaty. Na modelach zwierzecych
zaobserwowano zahamowanie wzrostu przeszczepio-
nych ludzkich nowotwordéw oraz nowotwordéw mysich
i szczurzych transfekowanych ludzkim c-erbB2. Za-
réwno bezposrednie nastrzyknigcie raka, jak i dozylne
podanie immunotoksyny efektywnie usune¢to podskor-
nie rosnace nowotwory. Ze wzgledu na dobre wyniki
w testach przedklinicznych, scFv(FRPS5)-ETA zostato
dopuszczone do testow klinicznych [7, 14, 95].

Inna niemiecka grupa badawcza skonstruowala
i przeprowadzita badania nad A5-PE40, immunotok-
syna oparta o jedno tancuchowsa czgs¢ zmienna prze-
ciwciata monoklonalnego skierowanego przeciwko
PSMA. Jest to specyficzny dla komorek prostaty an-
tygen wystepujacy réwniez w naczyniach krwionos-
nych wigkszo$ci innych guzéw litych. W badaniach
in vitro na hodowlach komoérkowych, w ktorych eks-
presji ulega PSMA wykazano wysoka skutecznos$é
cytotoksyczna badanej immunotoksyny. Ponadto testy
na myszach niosacych ksenografty wykazaty znaczace
zahamowanie wzrostu nowotworow [57, 95].

5.1.2. Immunotoksyny oparte o DT

DT, GMCSF jest immunotoksyna zawierajaca
toksyne btonicza pozbawiona domeny wiazacej. Wyka-
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zano, ze zabija ona wigkszos$¢ ztosliwych CFC (colony
forming cell — komorka tworzaca kolonie) oraz czgsé
LTC-IC (long-term culture-initiating cells — komorka
inicjujaca dlugoterminowa hodowle) ostrej biataczki
szpikowej (AML). Jednakze w pdzniejszych bada-
niach, pomimo poczatkowego zmniejszenia si¢ ilosci
komorek biataczki w szpiku kostnym myszy, zaobser-
wowano wzrost ztosliwych komorek, ktore nie odpo-
wiadaly na ponowne podanie preparatu [81, 96].

Kolejna immunotoksyna skonstruowana przez ten
sam zespot jest DT, -IL-3 skierowana przeciwko ko-
morkom posiadajacym na swojej powierzchni IL-3R.
Komorki ostrej biataczki szpikowej wykazuja wy-
soka ekspresj¢ podjednostki o IL-3R. Podczas badan
in vitro zaobserwowano silna cytotoksycznos¢ wobec
komoérek AML. Ponadto w hodowlach potraktowa-
nych DT,¢.-IL-3 wykazano ponowny wzrost komorek
LTC-IC i SC-IC, co moze sugerowac, ze ta immuno-
toksyna jest specyficzna wobec komorek progenitoro-
wych biataczki [81, 87].

5.2. Testy Kliniczne

Wigkszos¢ z opisywanych immunotoksyn bedacych
na etapie badan klinicznych przedstawiona jest row-
niez w tabeli II.

5.2.1. Immunotoksyny oparte o PE

BL22 jest immunotoksyna, w sktad ktérej wchodzi
PE38 potaczone mostkiem dwusiarczkowym z czg$cia
zmienng przeciwciata anty-CD22 (RFB4). BL22 skie-
rowany jest przeciwko biataczkom i chloniakom.
Pierwsza fazg testow klinicznych przeprowadzano na
pacjentach chorujacych na roézne typy biataczki, wobec
ktorych standardowe metody okazaty si¢ nieskuteczne
i ktorzy nie mieli wczedniej wytworzonych przeciw-
ciat anty-PE38. Zaobserwowano wysoka skutecznosé
w przypadku stosowania tego preparatu wobec HCL
(hairy cell leukemia — biataczka wlochatokomorkowa).
Po kilkukrotnym podaniu immunotoksyny poziom
przeciwcial wytworzonych przeciwko preparatowi byt
na niskim poziomie. Niestety u dwoch pacjentéw cho-
rujacych na HCL po podaniu BL22 wystapit zespot
hemolityczno-mocznicowy. Ponadto wsrod pacjentéw
z HCL efektem ubocznym ograniczajacym wielko$¢
stosowanych dawek byt zespdt uwolnienia cytokin.
BL22 jest pierwszym preparatem od momentu odkry-
cia analogdéw purynowych, ktory spowodowat u duze;j
czegscei pacjentdw z HCL poddanych badaniu catkowita
remisj¢ nowotworu. Sukces odniesiony wsrod pacjen-
tow z HCL opornym na chemioterapi¢ jest zwiazany
z wysokim poziomem i konserwatywno$cia CD22
na komorkach HCL. Druga faza testow klinicznych
na wigkszej grupie pacjentdw potwierdzita wyniki
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Tabela II
Immunotoksyny poddane testom klinicznym w ostatnich latach*
Immunotoksyna Antygen sz}st_eczka Skrocona Wyjsciowa Choroba Pis’mien-
nos$nikowa toksyna toksyna nictwo

Chemiczne konigaty

RFTS-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.-4.dgA CD30 mAb dgA Rycyna HD [73]
LMB-1 LeY mAb Lys-PE38 PE Rézne 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,,, DT CTCL, CLL, NHL [16]
BL22 CD22 dsFv PE38 PE HCL, CLL, NHL [44]
LMB-2 CD25 scFv PE38 PE NHL, biataczki [45]
DT388-GM-CSF | GM-CSF GM-CSF DT388 DT AML [22]
B3(Fv)-PE38 LeY scFv PE38 PE Rézne nowotwory [60]
B3(dsFv)-PE38 LeY dsFv PE38 PE Rozne nowotwory [6]
TP40 EGFR TGFa PE40* PE Rak pecherza, CIS [26]
TP38 EGFR TGFa PE38 PE Glejak [70]
BR96(scFv)-PE40 | Le¥ scFv PE40 PE Rézne nowotwory [63]
erb38 erbB2 dsFv PE38 PE Rak piersi [59]
NBI-3001 IL4R 1L-4(38-37) | PE3SKDEL | PE Glejak [89]
IL13-PE38QQR IL13R IL-13 PE38QQR PE Nowotwor nerek [46]
SSI(dsFv)-PE38 Mezotelina | dsFv PE38 PE Migdzyblonniak [10]
DAB, EGF EGFR EGF DAB,,, DT Rézne nowotwory [17]

* Wsrod wymienionych toksyn znajduje si¢ rekombinowany tancuch A rycyny (rRA), zablokowana rycyna (bR), deglikozylowa-
ny tancuch A rycyny (dgA), przeciwwirusowe biatko roslin rodzaju Phytolacca (PAP), skrocona toksyna btonicza (DT388 lub

DAB

389

), skrocona egzotoksyna A P. aeruginosa (PE38 lub PE40) i zmutowana toksyna btonicza (CRM107). Czasteczkami nosni-
kowymi poza przeciwciatami monoklonalnymi (mAb) sa interleukina-2, -4 i -13 (IL-2, IL-4 i IL-13); czynnik stymulujacy tworze-

nie kolonii granulocytéow i makrofagéw (GM-CSF); naskorkowy czynnik wzrostu (EGF); transformujacy czynnik wzrostu (TGF-
a) i transferryna (Tf). PE40* jest to PE40 z alaninami w pozycji 265, 287, 372 i 379 zamienionymi na cysteiny. PE38QQR jest to
PE38 z dwoma glutaminami i jedng arginina zamienionymi na 3 lizyny w pozycjach 590, 606 i 613. Wérdd chorob znajduja sig
chloniak nieziarniczy (NHL), chtoniak skéry z komorek T (CTCL), choroba Hodgkina (HD), przewlekta biataczka limfocytowa
(CLL), rak $rédnabtonkowy (CIS), ostra biataczka szpikowa (AML), nowotwory przerzutowe takie jak nowotwor moézgowo-rdze-
niowy (CSF), nowotwor nerek, drobnokomoérkowy rak ptuc (SCLC), ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) i biataczka wtochato-
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komorkowa (HCL) [wg 15, zmienione].

otrzymane w pierwszej fazie. Czgstos¢ wystgpowania
HUS i immunogennos¢ byta obnizona, natomiast ilo$¢
catkowitych remisji i pozostatych pozytywnych od-
powiedzi na podanie BL22 byta znacznie wyzsza
(7,8, 15,41-43, 61, 95].

LMB-2 (anty-Tac(Fv)-PE38KDEL) w pierwszej
fazie testow klinicznych zostal podany 35 pacjentom
chorujacym na biataczki, chtoniaki lub HD, ktore byty
oporne na standardowa chemioterapig. U wszystkich

pacjentéw z HCL zaobserwowano odpowiedz wlacznie
z jednym przypadkiem calkowitej remisji. Pacjenci
z CLL (przewlekta biataczka limfocytowa/chronic lym-
phocytic leukemia), ATL (biataczka dorostych limfo-
cytow T/adult T-cell leukemia), CTCL (chtoniak skory
z komoérek T/cutaneous T-cell lymphoma) oraz HD
odpowiedzieli czgsciowa remisja. Najczgstszymi skut-
kami ubocznymi bylo podwyzszenie poziomu transami-
naz, co byto zwiazane z goraczka, ktéra byta wywotana
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przez wysoki poziom cytokin. Tylko u niewielkiej gru-
py pacjentdw przerwano terapi¢ ze wzgledu na poja-
wienie si¢ neutralizujacych przeciwciat. W przypadku
pacjentéw z CLL po 16 cyklach podawania prepara-
tu nie zaobserwowano odpowiedzi immunologicznej
w postaci przeciwcial. Obecnie LMB-2 przechodzi
druga fazg testow klinicznych [7, 8, 41-43, 95].

NBI-3001, immunotoksyna wspomniana w poprzed-
nim rozdziale, ze wzgledu na wysoka toksyczno$é
w stosunku do watroby przy niskich dawkach postano-
wiono wykorzysta¢ do terapii miejscowej wieloposta-
ciowych glejakow. W przypadku jednego z pacjentow
poddanych terapii wystapita rozlegta nekroza glejaka,
ktora po wielu miesiacach zaowocowala catkowita
remisja. Skutkami ubocznymi byly obrzeki. Wsréd
kilku pacjentow wymagajacych ponownej operacji,
toksyczne efekty w stosunku do zdrowych komorek
mozgu zostaly wykluczone. W pierwszej i drugiej
fazie testow klinicznych spos$rod wszystkich pacjentow
u 71% zaobserwowano nekroz¢ glejaka. NBI-3001
przetestowano rowniez wérdd chorych na nowotwoér
nerek oraz niedrobnokomoérkowy nowotwor pluc
(NSCLC). Niestety, nie zaobserwowano remisji u zad-
nego z badanych, jedynie u czg$ci z nich rozwd;j cho-
roby zahamowano [42, 95].

W pierwszej fazie testow klinicznych scFv(FRPS)-
ETA podano miejscowo pacjentom z nowotworami,
w ktorych ekspresji ulega ErbB2. Grupa ta liczyta
11 0séb chorych na raka piersi lub jelita grubego
z przerzutami. Terapia trwala od 7-10 dni. U 60%
pacjentéw nastapito znaczne zmniejszenie si¢ nowo-
tworu. Catkowity zanik guzéw nastrzyknigtych pre-
paratem wystapil u 40% pacjentow, a u 20% zaobser-
wowano czg$ciowe zmniejszenie. Brak odpowiedzi
wystapit u 0s6b z nowotworami charakteryzujacy-
mi si¢ $rednim poziomem ekspresji ErbB2, natomiast
czgsciowa redukcja lub catkowity zanik nowotworu
u 0sob z wysoka nadekspresja. U dwoch z trzech pa-
cjentow przebadanych doktadnie pod katem przeciw-
ciat skierowanych przeciw immunotoksynie wykryto
ich obecno$¢. Objawami niepozadanymi wywolanymi
podaniem scFv(FRP5)-ETA byt przejsciowy bol i sta-
ny zapalne w miejscu zastrzyku. Wysoka skutecznosé
miejscowej terapii z uzyciem scFv(FRPS5)-ETA oraz
niewiele przypadkéw wystapienia skutkow ubocznych
sugeruja, ze podawanie dozylne moze rowniez okazac
si¢ skuteczne [14].

5.2.2. Immunotoksyny oparte o DT

DAB;44IL-2 zwany rowniez denileukin diftitox Tub
Ontak zostat poddany testom klinicznym. W pierwszej
fazie wérod 35 pacjentéw chorych na CTCL zaobser-
wowano 5 catkowitych remisji i 8 cz¢$ciowych. W dru-
giej grupie badanych cierpiacych na NHL wystapila
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jedna catkowita remisja i dwie czg$ciowe. Najczest-
szymi skutkami ubocznymi byt wzrost poziomu trans-
aminaz, spadek st¢zenia albumin krwi, wysypki oraz
niedocis$nienie. W trzeciej fazie wsrod badanych za-
obserwowano zaro6wno czgsciowe, jak i calkowite
remisje oraz znaczna poprawe stanu skory. VLS, spo-
wodowany uwolnieniem cytokin wskutek zabicia
limfocytow T w warstwie okotonaczyniowej skory
wlasciwej, przebiegat w wigkszos$ci przypadkow bez
obrzgku ptuc, a profilaktyczne podanie steroidow zapo-
biegato jego wystapieniu. Immunogenno$¢ po pierw-
szym cyklu wzrosta z 32% do 100%, jednakze w nie-
ktorych przypadkach ponowne podanie byto skuteczne,
co $wiadczy ze przeciwciala anty-DAB,goIL-2 nie sa
w pehni skuteczne. Denileukin diftitox zostat zatwier-
dzony przez FDA do leczenia zaawansowanych form
CTCL. Wykazat réwniez skuteczno$¢ wobec innych
typéw nowotworow, takich jak chloniak T-komor-
kowy tkanki podskdérnej, CLL, B-NHL. Denileukin
diftitox jest jak na razie jedyna immunotoksyna do-
puszczona do uzycia. Okazat si¢ skuteczny rowniez
w stosunku do kilku rodzajéw nowotworéw hemato-
logicznych [42, 43, 95, 96].

DT, GM-CSF (DTGM) jest immunotoksyna skie-
rowana przeciwko komérkowym AML, w ktérych
ekspresji ulega GM-CSFR. Badania przeprowadzono
na grupie 31 osob chorych na nawracajacy i oporny
na chemioterapic AML. Wystapila jedna catkowita
remisja oraz dwie czgSciowe. Typowym skutkiem
ubocznym byt zespot uwolnienia cytokin, w celu jego
uniknigcia zamieniono GM-CSF na IL3, ktéra w prze-
ciwienstwie do GM-CSF nie wiaze si¢ do monocytow
1 makrofagow. Wérod 14 z 20 pacjentdéw posiadajacych
wczesniej wytworzone przeciwciata anty-DT zaobser-
wowano DTGM w osoczu w stgzeniach wystarczaja-
cych do wystapienia cytotoksycznosci [42, 43, 96].

W przypadku preparatu o nazwie DAB;; ,EGF
w pierwszej fazie testow klinicznych podano go pa-
cjentom z nowotworami prostaty, gtowy, szyi, piersi,
phuc, nerek lub zotadkowo-jelitowymi. Odpowiedz na
leczenie byla niestety ograniczona poprzez wystapie-
nie kwasicy kanalikowo-nerkowej oraz odpowiedzi
immunologicznej na DAB, EGF. Obecnie pracuje sig
nad wykorzystaniem tej immunotoksyny do terapii
0s0b z nowotworami mdzgu lub trzustki [42].

6. Podsumowanie

W ciagu ostatnich czterech dekad wiele immunotok-
syn przebadano pod wzgledem skutecznego leczenia
roznego rodzaju nowotwordw. Badania prowadzone
byly zaré6wno na hodowlach komdrkowych, jak row-
niez na modelach zwierzecych oraz pacjentach. Z ba-
dan tych wynika, ze najwigksza skuteczno$¢ posiadaja
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te preparaty, ktore oparte s3 o immunotoksyny o sto-
sunkowo matych czasteczkach oraz zawierajace czyn-
niki wzrostu lub czg$¢ zmienng przeciwciat jako czas-
teczke nosnikowa. Najbardziej wrazliwymi okazaty
si¢ nowotwory hematologiczne, ze wzgledu na duzy
dostep preparatu do docelowych komorek.

Jednakze istnieje wiele typow chordb, wobec ktdrych
immunotoksyny beda wymagaty zastosowania taczonej
terapii. Ich czasy rozpadu polowicznego sa zbyt mate,
przez co penetracja guzow litych jest mato efektywna.
Prawdopodobnie lepsze wyniki moze da¢ potaczenie
stosowania immunotoksyn z innymi rodzajami terapii.
Jednym ze sposobow zwigkszenia skutecznos$ci mo-
globy by¢ zastosowanie chemioterapii w celu usunigcia
znajdujacych si¢ w tkance nowotworowej niezwiaza-
nych z btong receptorow dla przeciwciat lub ich frag-
mentow wykorzystanych w konstrukcji immunotoksyn.
Kolejna mozliwoscia jest zredukowanie nowotworu
np. za pomoca chirurgii, radioterapii czy chemioterapii,
a nastgpnie potraktowanie mikroskopijnych pozosta-
tosci immunotoksynami.

Wciaz poszerzajaca si¢ wiedza na temat mechaniz-
moéw dziatania toksyn, dostgpno$¢ nowych przeciw-
ciat skierowanych przeciwko réznorodnym, coraz bar-
dziej specyficznym antygenom nowotworowym oraz
coraz szybszy postep w badaniach powigkszajacy wie-
dz¢ na temat mechanizmoéw rzadzacych powstawa-
niem nowotworéw moze spowodowaé, iz dalsze ba-
dania nad immunotoksynami zaowocuja stworzeniem
pierwszej skutecznej celowanej terapii antynowotwo-
rowej. Olbrzymia rzesza ludzi oczekuje na to z nadzie-
ja, gdyz zachorowalnos¢ na raka stale rosnie.
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