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Rola przeciwcial monoklonalnych w transporcie lekow
do komorek nowotworowych

Marzena Szwed!, Agnieszka Marczak!, Aneta Rogalska!
Agnieszka Matusiak?, Zofia J6zwiak!

Pomimo wieloletnich badari dotyczqcych terapii przeciwnowotworowej niezmienng pozycje w leczeniu nowotworow zajmujq
maloczgsteczkowe cytostatyki. Ich dzialanie ogranicza jednak krotki czas poltrwania, mala selektywnos¢ i liczne dziatania
niepozqdane. Posrod szerokiej gamy chemioterapeutykow najpopularniejsze wydajq sie by¢ antracykliny, ostatnio coraz
czesciej stosowane w skojarzeniu z taksanami. Skutecznosc oraz selektywnos¢ lekow istotnie zwigkszajq makroczgsteczki,
stosowane w terapii nowotworowej jako nosniki lekow przeciwnowotworowych. Role przenosnikow lekow mogq pelnic miedzy
innymi przeciwciala monoklonalne (mAb — monoclonal antibody). W niniejszej pracy przedstawiono potencjalne mozliwosci
wykorzystania przeciwcial monoklonalnych i ich immunokoniugatow w leczeniu nowotworow litych i bialaczek. Przeciwciala
monoklonalne mogq byc stosowane jako wolne makroczgsteczki, polgczenia lek — przeciwcialo, czy immunokoniugaty lek
— przeciwcialo — biopolimer. Do syntezy immunokoniugatow stosowane sq przeciwciala chimeryczne, humanizowane oraz
ludzkie. W artykule omowiono kilka wybranych koniugatow przeciwcial monoklonalnych z roznego typu lekami. Szczegolng
uwage zwrocono na antracykliny, zarowno te stosowane w terapii od wielu lat, jak i nowe preparaty liposomalne. Omdwiono
takze bardziej zlozony system dostarczania lekow — terapie ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy). Jej
zalozeniem jest dostarczenie do komdrek nowotworowych przeciwciala, polgczonego kowalencyjnie ze specyficznym
enzymem, ktorego zadaniem jest przeksztalcenie proleku w jego aktywnq postac.

Dane prezentowane w artykule wskazujg na coraz szerszy udzial przeciwciat monoklonalnych i ich koniugatow z lekami nie
tylko w badaniach klinicznych, ale takze w terapii nowotworowej. Ponadto, koniugaty dajg pacjentom nadzieje na mniej
uciqgzliwg, bardziej selektywnaq, jak i skuteczniejszq forme terapii.

The role of monoclonal antibodies in the transport of drugs to cancer cells

Despite the everlasting research into anticancer therapy, low-molecular cytostatics retain their unchallenged position.
However, their activity is limited by low time-life, poor selectivity and a number of side effects. Among a wide variety
of oncolytics the anthracyclines must be regarded as important, especially because they are increasingly used in
combination with taxanes. The efficacy and the selectivity of these drugs is significantly increased by the macromolecules
which are used as carriers of anticancer agents. Monoclobal antibodies (mAbs) may be attractive as such drug carriers.
In this paper we present the potential role of monoclonal antibodies and their immunoconjugates in the treatment of solid
tumors and leukaemias. We also show that monoclonal antibodies may be used as single agents, drug-antibody conjugates,
or drug-antibody-polymer immunoconjugates.

Recent advances in antibody engineering have led to the production of chimeric mAbs, then humanized mAbs and, finally,
human mAbs. Our review also presents the current status of knowledge on immunoconjugates of traditional anthracyclines
and their new liposomal derivativesand discusses a more complex drug delivery system — ADEPT (Antibody directed enzyme
prodrug therapy) the aim of which is to provide therapy with specific pro-drugs which are converted to their active form by
the conjugant enzyme.

We present indications for the wider application of monoclonal antibodies and their drugs conjugates not only in clinical trials,
but in everyday treatment raise hopes for the development ofless toxic and more selective and effective forms of therapy.

Stowa kluczowe: przeciwciala monoklonalne, immunokoniugaty, terapia ADEPT, leki przeciwnowotworowe
Key words: monoclonal antibodies, immunoconjugates, ADEPT therapy, anticancer drugs
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W leczeniu nowotwordw czolowa pozycje zajmuja ma-
foczasteczkowe chemiostatyki, bedace podstawa che-
mioterapii. Zwigzki te moga swobodnie przenikaé przez
dwuwarstwe lipidowa, a jednocze$nie ze wzgledu na
dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, w nieograniczony spo-
sOb przemieszczac sie¢ w ustroju. Ich mata masa czastecz-
kowa, oraz procesy detoksykacji zachodzace w komaorce
sprawiaja, ze zwiazki te szybko wnikaja do komorek, ale
réwnie szybko sg z nich usuwane, co znacznie obniza sku-
teczno$¢ chemioterapii [1]. Wada stosowanych obecnie
cytostatykow jest takze ich mala selektywno$¢. Dziataja
one zarOwno na komorki nowotworowe, jak i zdrowe.
Leki podane w postaci wlewdéw dozylnych lub doustnie,
krazac po organizmie, wywoluja liczne dzialania niepoza-
dane. Uboczne efekty chemioterapii moga by¢ wynikiem
migdzy innymi uszkodzen btony §luzowej przewodu po-
karmowego (zaburzenia wchianiania, nudnosci, wymioty,
biegunka), narzadéw eliminujacych leki (zwldknienie,
marsko$¢ watroby, niewydolno$¢ nerek), oraz uszkodzen
szpiku kostnego (leukopenia, trombocytopenia, niedo-
krwistos¢). Wystepuja rowniez reakcje miejscowe, takie
jak zapalenie zyl, czy bdle mi¢$niowe. Wiele lekéw po-
woduje takze toksyczno$¢ swoistg [2]. Przyktadem grupy
lekéw wywotujacych szczegdlnie duze zmiany w organi-
zmach pacjentéw sa antybiotyki antracyklinowe, stosowa-
ne od wielu lat w leczeniu licznych nowotwordw, zar6wno
biataczek, jak i guzéw litych. Pomimo duzej skutecznosci,
dziatajg one jednak jak obosieczny miecz, gdyz powoduja
kardiomiopati¢ poantracyklinowg [3]. Dzialania uboczne
antracyklin zwigzane s mi¢dzy innymi z wolnymi rodni-
kami, tworzonymi w wyniku jednoelektronowej redukcji
tych lekow. Reaktywnos$¢ utleniajaco-redukujaca warun-
kuje uktad chinonu, obecny w strukturze antracyklin.
W wyniku przeniesienia elektronu z NADH lub NADPH
na uktfad chinonu antybiotyk zostaje przeksztaicony w se-
michinon. Szybkiej regeneracji semichinonu towarzyszy
redukcja tlenu i powstawanie reaktywnych form tlenu
o réznej toksycznosci, takich jak anionorodnik ponad-
tlenkowy, nadtlenek wodoru czy wyjatkowo toksyczny
rodnik hydroksylowy. Szczegdlnie narazone na dziatanie
rodnikéw tlenowych jest serce, ktérego komorki maja
obnizony poziom enzymo6w antyoksydacyjnych: katalazy,
peroksydazy glutationowej (GSH-Px), dysmutazy ponad-
tlenkowej (SOD) [4]. Jak grozne sg te dziatania uboczne,
Swiadczy¢ moze raport Amerykanskiego Towarzystwa
Kardiologicznego, dotyczacy prewencji rozwoju niewy-
dolnosci serca. W dokumencie tym antracykliny uznano
za jeden z wazniejszych czynnikow ryzyka w patogenezie
dysfunkcji mig$nia sercowego. Rokowanie w kardiomio-
patii wywolanej antracyklinami jest gorsze niz w poza-
watowej niewydolnosci serca. Prawdopodobiefistwo roz-
woju niewydolnoSci serca wzrasta wraz z Iaczng podang
dawka leku. Doksorubicyna (DOX) w stezeniu powyzej
550 mg/m? powoduje istotne i nieodwracalne zmiany
w komorkach migsnia serca. Bardzo czg¢sto dochodzi do
przerwania leczenia antracyklinami z uwagi na zbyt duze
ryzyko $mierci [5].

W ostatniej dekadzie duzo uwagi poswigcono bada-
niom majacym na celu polepszenie skutecznosci chemio-
terapii poprzez zwigkszenie selektywnosci cytostatykow
i ograniczenie ich skutkéw ubocznych. Duzym poste-
pem w tej dziedzinie bylo zastosowanie réznego typu
wielkoczasteczkowych przeno$nikéw lekow. Zadaniem
przeno$nikéw jest dostarczenie lekéw w duzym stezeniu
do komorek nowotworowych przy jednoczesnej redukcji
toksycznosci ogdlnoustrojowej [6]. Wykorzystanie makro-
czasteczek jako elementéw sktadowych systemu dostar-
czania lekow (DDS — Drug Delivery System) przedstawit
w 1975 r. Ringsdorf [7]. Zaproponowana metoda poda-
wania lekéw wzbudzila tak duze zainteresowanie, ze
w 2003 r. Amerykanska Agencja Rzadowa zajmujaca si¢
rejestracja lekow (FDA — Federal Drug Administration)
po raz pierwszy w historii dopuScita do obrotu rynkowego
wigcej produktow biotechnologicznych niz konwencjonal-
nych, maloczasteczkowych lekow [8].

W metodach otrzymywania przeno$nikow wykorzy-
stuje si¢ rozne makroczasteczki, takie jak peptydy, biat-
ka, polimery, zaréwno naturalne, jak i syntetyczne, ktore
polaczone sa z lekiem za pomoca wigzania chemicznego
[9]. Duzg nadzieje na zwickszenie selektywnosci lekdw
wzbudzito odkrycie antygendéw na powierzchni komorek
nowotworowych. Antygeny te po przytaczeniu do wia-
Sciwych receptorow komoérek guza, blokuja przekazywa-
nie sygnaldéw do ich wne¢trza, a w konsekwencji hamuja
rozw0j komodrek nowotworowych [10]. Przykfadem spek-
takularnego osiagniecia w dziedzinie immunoterapii
przeciwnowotworowej bylo zastosowanie trastuzumabu
(Herceptin ™), przeciwciala anty - HER2. Trastuzumab
selektywnie przylacza si¢ do receptora epidermalnego
czynnika wzrostowego 2 (HER2/neu), obecnego na
powierzchni komérek nowotworowych raka piersi [11].

Tematem niniejszego artykulu sa immunokoniuga-
ty, czyli potaczenia przeciwcial monoklonalnych (mAb)
z lekami przeciwnowotworowymi. Dzigki zwickszone;j
ekspresji receptoroOw oraz obecnosci specyficznych anty-
gendw na powierzchni komoérek nowotworowych, leki
polaczone z przeciwciatem moga by¢ selektywnie dostar-
czane do komodrek nowotworowych.

Immunokoniugaty — podstawowe zalozenia

Przeciwciata w leczeniu nowotworéw moga by¢ poda-
wane chorym jako pojedyncze czasteczki, oraz w formie
koniugatow lek — przeciwciato, albo lek — przeciwciato
— biopolimer. Gtéwnym celem stosowanych koniugatow
jest zwigkszenie wewnatrzkomorkowego stezenia leku
(Ryc. 1). Ciekawym rozwiazaniem jest rOwniez strategia
ADEPT, w ktorej przeciwcialo wykorzystywane jest do
przenoszenia enzymdw, ktore uwalniaja lek z nicaktyw-
nych prolekéw [12].

Poczatkowo stosowano tylko przeciwciala mysie,
ktore byly jednak bardzo immunogenne dla cziowieka
[10]. Obecnie dostepne s3 znacznie mniej immunogenne
przeciwciala chimeryczne, humanizowane, oraz ludzkie.
Dzigki temu FDA dopuscito kilka przeciwciat mono-
klonalnych do zastosowania klinicznego. Sa to mig¢dzy
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Ryc. 1. Roéznorodne wykorzystanie mAb w terapii przeciwnowotworowej. A. Przeciwcialo monoklonalne; B. BezpoSrednie przytaczenie leku do
przeciwciata; C. Zastosowanie biopolimeru jako nosnika dla leku w immunokoniugacie; D. Enzym, b¢dacy sktadnikiem koniugatu przeksztalca
prolek w jego aktywng formeg — terapia ADEPT (na podstawie [13], zmodyfikowany)
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Ryc. 2. Migdzynarodowe nazewnictwo przeciwcial monoklonalnych

innymi: trastuzumab, rituximab, bewacizumab, cetuximab
[14]. Z uwagi na duza liczbg przeciwcial stworzono spe-
cjalny system nazewnictwa. Wszystkie przeciwciala mono-
klonalne maja wsp6lna koficowke — mab. W przypadku
przeciwciala mysiego dodaje si¢ litere ,,0”, chimerycz-
nego ,.xi”, humanizowanego ,,zu”, a ludzkiego ,,u”, co
przedstawia Rycina 2 [10].

Poczatki prac nad immunokoniugatami byly bardzo
trudne. Przez diugi czas nie cieszyly si¢ one duzym zaufa-
niem. Przyczyna takiego stanu rzeczy byly zbyt mate ste-

COOH COOH

Reszty lizynowe
rozmieszczone losowo
w czgsteczce przeciwciata

NH,

zenia lekOw dostarczane tg droga do komoérek nowotwo-
rowych. Dlatego stosowano potaczenia przeciwcial tylko
z substancjami o wysokiej toksycznoSci ogélnoustrojowe;j
Iub z pierwiastkami promieniotworczymi [11]. Ponadto
pierwsze koniugaty przeciwcial z lekami przeciwnowo-
tworowymi do§¢ wolno docieraly do nowotworu. Po
jednym dniu od podania pojawialy si¢ w poblizu naczyn
krwiono$nych guza, a dopiero po 3 dniach obserwowano
je w komorkach nowotworowych. Przyczyna niepowo-
dzen byly takze same antygeny. Wystgpuja one nie tylko
na powierzchni komoérek nowotworowych, ale takze na
zdrowych, co powoduje, ze przeciwciala jako no$niki nie
sa w pelni selektywne. Ponadto komorki nowotworowe
charakteryzuja si¢ duza heterogennoscia, co takze moze
zmniejszy¢ selektywnos¢ koniugatu [15]. Stad tez pro-
wadzone sg liczne badania majace na celu otrzymanie
skutecznego przeno$nika, ktory charakteryzowatby si¢
wysoka selektywnoscia, a jednocze$nie niskag immuno-
gennoscia.

Wigkszo$¢ przeciwcial, wykorzystywanych jako
przeno$niki lekéw, nalezy do grupy immunoglobulin
klasy IgG, ktore wystepuja w najwigkszej iloSci w ustroju
czlowieka. Czasteczka IgG jest symetryczng glikoprote-
ing, ksztaltem przypominajacg liter¢ Y. Zbudowana jest
z dwoch lekkich i dwdch cigzkich tancuchdéw, potaczonych
mostkiem disulfidowym (Ryc. 3). Lancuch cigzki jest

Domena stata

Domena zmienna

"\  ‘tancuch lekki
tancuch ciezki

Ryc. 3. Struktura IgG, przedstawiajaca potencjalne miejsca biorace udziat w reakcji koniugacji (na podstawie [17], zmodyfikowany)
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glikozylowany i zawiera domeng stala (constant doma-
in) oraz domeng¢ zmienna (variable domain) o wysokim
powinowactwie do antygenu [13].

W czasteczce przeciwciala istnieje kilka poten-
cjalnych miejsc, bioracych udziat w reakcji koniugacji.
Jedna z najcze¢sciej wykorzystywanych pozycji jest grupa
€ —aminowa reszty lizyny (Ryc. 3). Reszta NH, lizyny
tworzy wigzanie amidowe z pochodnymi karbodiimido-
wymi, ktére do takiego koniugatu moga wprowadzac
grupy tiolowe, do ktdrych przylaczane sa leki. Jednakze
zbyt duza liczba modyfikacji grup € — aminowych lizyny
moze doprowadzi¢ do zmiany wiasciwosci immunoglo-
buliny. Ponadto, modyfikacja w obrebie lizyny ma jeszcze
jeden niekorzystny efekt. Na skutek neutralizacji tadunku
dodatniego, zmienia si¢ rozpuszczalno$¢ przeciwciala.
Inny sposob tworzenia koniugatdéw polega na wprowa-
dzeniu reszty cukrowej w rejonie zawiasa przeciwciala.
Jest to fragment niezwigzany z miejscem wigzacym anty-
gen, dzigki czemu ta modyfikacja nie zmienia swoistosci
wigzania antygen — przeciwcialo. Reszta cukrowa moze
poSredniczy¢ w przylaczaniu np. aldehydow [16]. Kolej-
nym miejscem dolfgczenia leku jest mostek disulfidowy,
obecny w czasteczce przeciwciala. Odpowiedzialny jest
on za zachowanie stabilnej struktury immunoglobuliny.
Przytaczenie leku do mostka disulfidowego jest o tyle
korzystne, ze nie wplywa na swoisto$¢ przeciwciata [17].

Niezwykle obiecujace wydaje si¢ by¢ uzycie w tera-
pii tzw. przeciwcial monoklonalnych bispecyficznych
(o podwdjnej swoistosci). Jedno ramig skierowane jest
przeciwko antygenom na powierzchni guza. Drugie, ma
na celu zwickszenie skutecznoSci antynowotworowe;j
— np. poprzez skierowanie go przeciwko antygenom na
powierzchni komoérek efektorowych uktadu immunolo-
gicznego [18].

Laczniki stosowane podczas syntezy
immunokoniugatéw

Przy projektowaniu koniugatéw wazne jest, aby lek ulegat
aktywacji nie w ukladzie krwiono$nym, ale dopiero po do-
tarciu do guza. Niezwykle istotny jest wigc wybdr facznika
mig¢dzy lekiem a no$nikiem [13]. Jedna z najprostszych
metod uzyskania pofaczenia pomigdzy przeciwciatem
a lekiem jest bezposrednia reakcja i utworzenie wigzania
peptydowego. Przyktadem moze by¢ metotreksat (MTX),
ktory posiada wolng grupe karboksylowa i moze wigzaé
si¢ z grupg aminowa lizyny budujacej przeciwciato [19].
Mozliwe jest takze utworzenie wigzania disulfidowego,
co znalazlo swoje zastosowanie m.in. w koniugatach
przeciwcial z toksynami ro§linnymi. Uwolnienie leku
z takiego polaczenia odbywa si¢ dopiero w §rodowisku
wewnatrzkomoérkowym. Koniugat metotreksatu z poli-D
lizyna, w ktorym udziat bierze wiazanie disulfidowe, jest
degradowany najprawdopodobniej we wnetrzu aparatu
Golgiego.

Najlepszym rozwiazaniem wydaja si¢ by¢ specjal-
ne laczniki, stabilne w osoczu, ktére ulegaja degradacji
wewnatrz lub w poblizu komdérek nowotworowych, pod
wplywem np. katepsyn. Laczniki takie to zazwyczaj kilku-

aminokwasowe peptydy lub samoodiaczajace si¢ zwigzki,
ktore uwalniaja leki w kwasnym srodowisku nowotworu,
w wyniku enzymatycznej proteolizy lub spontaniczne;j
eliminacji [9].

Leki przeciwnowotworowe przenoszone
w immunokoniugatach

W 2000 r. FDA zarejestrowala pierwszy immunokoniu-
gat. Bylo to pofaczenie humanizowanego przeciwciata
anty — CD33 i kalicheamycyny [gemtuzumab ozogamicin
(Mylotarg®)]. Immunokoniugat zastosowano do leczenia
ostrej biataczki szpikowej u chorych w wieku powyzej 60
lat, ktorzy byli niewrazliwi na terapi¢ innymi chemio-
statykami [20]. Odfaczenie leku ma miejsce w kwasnym
Srodowisku endosomu. Niestety taki immunokoniugat
kalicheamycyny charakteryzuje si¢ malg efektywnoScia
i rzadko bywa stosowany jako jedyny skfadnik chemio-
terapii [13].

Inhibitory mikrotubul

Do zwiazkéw o wysokiej toksycznoSci, ktére czesto sg
sktfadowymi koniugatow z przeciwcialami, nalezg inhibi-
tory mikrotubul. Do grupy tej mozna zaliczy¢ inhibitory
depolimeryzacji mikrotubul (np. paklitaksel), oraz ich
antagonistow np. alkaloidy Vinca, aurystatyny i majtan-
zynoidy [21].

Majtanzyna wyizolowana po raz pierwszy w 1972 r.
z etiopskiego krzewu Maytenus errata, jest 19 pierScienio-
wa laktozaming, nalezaca do grupy antybiotykéw ansamy-
cynowych. Majtanzyna odwracalnie wiaze si¢ z tubuling
i w konsekwencji doprowadza do zatrzymania mitozy.
W strukturze analogéw majtanzynoidéw niezmiennym
elementem jest estrowy fafcuch przy weglu C3, ktdry naj-
prawdopodobniej odpowiedzialny jest za cytotoksyczne
wlasciwosci tych zwigzkow. Wigkszos¢ polaczen majtan-
zynoidow z przeciwcialami odbywa si¢ za poSrednictwem
krotkoweglowych tacznikow, w ktérych niezbednym ele-
mentem jest obecno$¢ wigzania disulfidowego. Kwasne
Srodowisko endosomu, badZ lizosomu sprzyja odiaczeniu
si¢ leku i umozliwia jego aktywacje w komoérkach nowo-
tworowych [22].

Inny zwiazek z tej grupy, cantuzumab, zbudowany
jest z majtanzynoidu (DM1), potaczonego wigzaniem
disulfidowym z grupa e-aminowg lizyny humanizowane-
go przeciwciata C242 (Rys. 4), dla ktérego docelowym
antygenem jest CanAg. Najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem uwalniania leku jest odlaczenie leku
w kwasnym Srodowisku endosomu [13].

Do immunokoniugatéw majtanzynoidow nalezy
takze huN901-DM1, w ktérym humanizowane przeciw-
ciato, wykazujace powinowactwo do antygenu CD56,
polaczone jest z majtanzynoidem DM1. Badania doty-
czace tego koniugatu, bedace obecnie w I/1I fazie badan
klinicznych, potwierdzily jego toksyczne dziatanie
w komorkach niedrobnokomérkowego raka ptuc [23].
W raku prostaty natomiast bardzo dobre efekty uzyskuje
si¢ stosujac koniugat MLN-2704, w ktérym humanizo-
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Ryc. 4. Budowa cantuzumabu (nuC242-DM1) (na podstawie [13])

wane przeciwcialo, skierowane przeciwko antygenowi
PSMA, jest zwigzane z majtanzynoidem DM1 [24].
Znane s3 takze koniugaty z aurystatynami, np. z jed-
nometylowang aurystatyng E (MMAE - monomethyl
auristatin E). Sa one okoto 50-200 razy bardziej toksycz-
ne niz alkaloidy Vinca. Ich dzialanie polega na hamowa-
niu polimeryzacji tubulin, co zapobiega formowaniu si¢
aparatu mitotycznego. Do otrzymania koniugatoéw z tym
lekiem wykorzystuje si¢ chimeryczne, monoklonalne
przeciwciato cAC10, ktdre reaguje z antygenem CD30+.
Lek jest selektywnie odtaczany od przeciwciata przez spe-
cyficzne enzymy proteolityczne, np. katepsyne¢ B [25].

AntagoniSci kwasu foliowego

Metotreksat (MTX) byt jednym z pierwszych lekow cyto-
statycznych, ktory zostal skoniugowany z przeciwcialem.
Uzywajac przeciwciata T101 oraz peptydowego Iacznika
otrzymano polaczenie, w ktorym na 1 mol przeciwciala
przypadato 10-15 moli leku. Niestety okazalo sig, ze taki
koniugat byt 100 razy mniej cytotoksyczny niz wolny lek.
Wykazano, ze immunokoniugaty zawierajace pochodne
hydroksyloaminowe sa mniej cytotoksyczne, z powodu
degradacji wigzania estrowego w czasteczce przeciw-
ciata. Inny antymetabolit kwasu foliowego — aminop-
teryna (AMN), ze wzgledu na zbyt wysoka toksyczno§¢
ogolnoustrojowa, moze by¢ stosowana tylko w postaci
koniugatéw. Poréwnanie toksycznego dziatania immu-
nokoniugatéw: anty-receptory lektynowe (anty — Ly 2.1)
z aminopteryna oraz z metotreksatem wykazalo, ze im-
munokoniugaty AMN sa mniej cytotoksyczne, niz wolna
forma tego leku, ale o wiele bardziej toksyczne niz ich
metotreksatowe odpowiedniki. Ponadto koniugaty ami-
nopteryny wydaja si¢ skuteczniej hamowac proliferacje
komorek nowotworowych i przerzutowanie grasiczaka
niz MTX [17].

Immunokoniugaty antracyklin

Do otrzymywania immunokoniugatéw antracyklin uzy-
wana jest najcze¢Sciej doksorubicyna i daunorubicyna
(DNR). Réznig si¢ one zakonczeniem fancucha bocznego
w pozycji C-9, ktérym w przypadku DOX jest pierwszo-
rz¢dowa grupa alkoholowa, natomiast w daunorubicynie

jest to grupa metylowa [26]. We wczesnej fazie badan

immunokoniugatéw z antracyklinami najbardziej rozpo-

wszechnione byly 3 sposoby ich syntezy:

1) utlenienie reszty cukrowej antracykliny, skoniugowa-
nie jej z reszta lizynowa przeciwciala oraz powstanie
zasady Shiffa;

2) pofaczenie grupy aminowej reszty cukrowej antracy-
kliny z reszta lizyny przeciwciala za pomoca aldehydu
glutarowego;

3) pofaczenie grupy aminowej reszty cukrowej antracy-
kliny z reszta lizyny czasteczki przeciwciala poprzez
ugrupowanie karbodiimidowe [17].

Aktywno$¢ koniugatdéw byla zalezna od stopnia
utlenienia lekéw podczas ich syntezy. Najskuteczniejsze
okazaly si¢ koniugaty daunorubicyny, uzyskiwane za
pomocg aldehydu glutarowego, jako tacznika. Dziatanie
przeciwnowotworowe tych koniugatéow, miedzy innymi na
komorki biataczki typu PC - 5, bylo wigksze niz wolne-
go leku. Innym sposobem dolaczenia daunorubicyny do
przeciwciala monoklonalnego jest zastosowanie tacznika
cis—akonitylowego. Pierwszym etapem syntezy koniu-
gatu bylo utlenienie reszty cukrowej leku, a nastepnie
redukcja tego ugrupowania, przy jednoczesnym utlenie-
nieniu grupy aminowej do etylowanej tiaminy. Pochodna
estrowa daunorubicyny — akonitolowa daunorubicyna
byla dotaczana do immunoglobuliny T 101, skierowane;j
przeciw antygenowi CDS5. Otrzymany immunokoniugat,
nawet przy stosunku molowym: lek — przeciwciato 25:1
w pelni zachowywal aktywno$¢ przeciwnowotworowa.
Badania prowadzone na zwierzgtach wykazaly, ze spo-
§rod 25 zwierzat u 14 obserwowano pozytywna odpo-
wiedZ w postaci regresji guza, natomiast u 3 osobnikdéw
stwierdzono obnizong wrazliwo$¢ na immunokoniugat
[17].

W przypadku DOX szczeg6lnym zainteresowaniem
cieszy si¢ przeciwciato Br64, skierowane przeciwko anty-
genom Y Lewisa. Poréwnujac cytotoksyczny efekt dokso-
rubicyny wolnej i skoniugowanej z tym przeciwcialem
na komorki raka piersi MCF-7 oraz komorki raka ptuc
L2897 wykazano, ze koniugat byl bardziej skuteczny niz
wolna postac leku [27]. Prowadzono réwniez liczne bada-
nia dotyczace immunokoniugatdéw antracyklin, do syntezy
ktorych uzyto réznego typu tacznikéw. Dotaczenie hete-
robifunkcjonalnych zwigzkéw, np. kaprylo-maleimido-
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Ryc. 5. Budowa immunokoniugatu DOX z przeciwcialem Br96 (na podstawie [13])

wych, do DOX, polaczonej z przeciwcialem tacznikiem
hydrazonowym, doprowadzito do powstania disulfido-
wych lub tioeterowych koniugatéw. W warunkach in vivo
obserwowano spadek specyficznos$ci immunokoniugatow
do antygenu na powierzchni komorek guza po czterech
godzinach od ich podania, z powodu uwalniania si¢ DOX
z koniugatu.

Przeciwcialo Br64, ze wzgledu na oddziatywania
z receptorami komodrek migénia sercowego, zastapiono
przeciwcialem Br96, o nizszym powinowactwie do komo-
rek zdrowych (Ryc. 5) [13]. Badania oddziatywan koniu-
gatu DOX z komorkami prawidiowymi, ktore posiadaja
antygeny podobne do antygenow Lewis Y (np. komorki
serca, czy komorki watroby), wykazywaly w nich znacznie
nizszy poziom DOX, podanej w formie koniugatu, anizeli
wolnego leku. Natomiast immunokoniugat szczeg6lnie
dobrze sprawdza si¢ w leczeniu niedrobnokomorkowego
raka pluc i raka piersi [27].

Do syntezy koniugatéw probowano réwniez wyko-
rzysta¢ antygen Midkin. Jest on rozpoznawalny przez
receptor czynnika wzrostu, zalezny od heparyny i wyste-
puje w zwickszonej iloSci na powierzchni wielu guzéow
litych. Przeciwcialo anty-Midkin potaczono z DOX za
pomocyg Iacznika maleimidowego. Badania wykonane
na komorkach linii raka watroby (HepG2) (Human
hepatocellular) wykazaly malg toksyczno$¢ koniugatu.
Stwierdzono, ze otrzymane immunokoniugaty taczyly
si¢ z N-terminalng czescig antygenu Midkin, zamiast
z aktywng jednostka receptora znajdujaca si¢ w jego
domenie C-terminalne;j [28].

Od dawna podejmowane sa proby majace na celu
poprawg indeksu terapeutycznego stosowanych cytostaty-
koéw. Poza ingerencja w budowe chemiczng lekéw i poszu-
kiwaniami nowych pochodnych o lepszych wlasciwosciach
farmakokinetycznych, powstajg preparaty o powolnym
uwalnianiu substancji czynnej. Do jednych z najbardziej
interesujacych noSnikoéw dla lekow naleza liposomy.
Obecnie w postaci liposomalnej dostepne sa: daunorubi-
cyna (DaunoXome), doksorubicyna (Doxil oraz Myocet),
a z lekoéw nie bedacych cytostatykami amfoterycyna B
(Ambisome — Heksal) [29]. Preparat Doxil od kilkunastu
juz lat stosowany jest w klinikach onkologicznych, zarow-
no w Stanach Zjednoczonych, jak i w Unii Europejskie;.
W celu zwigkszenia jego efektywnosci potaczono DOX
ze specyficznym przeciwcialem 2C5 (2C5-DOXLCL).
W poréwnaniu z preparatem Doxil, w drugim etapie

badan klinicznych 2C5-DOXLCL okazat si¢ od 3 do 8
razy bardziej efektywny w komdrkach nowotworowych
linii raka piersi (MCF-7, BT - 20, 4T1), raka prostaty
(PC-3) oraz szpiczaka LL-3 [30]. Obiecujaco zakonczyly
si¢ takze proby na myszach z guzem mozgu cztowieka
U-78 MG, gdzie immunokoniugat 2C5-DOXLCL byt
bardziej cytotoksyczny i zwigkszat wewnatrzkomorkowy
poziom leku w tkance guza [31].

Przeksztalcenie proleku w forme aktywna — terapia
ADEPT

Znacznie bardziej selektywna metoda chemioterapii jest
terapia ADEPT, opisana przez Bagshawe i wsp. [32].
Zasadniczym celem tej terapii jest przeksztalcenie w ko-
morkach nowotworowych malo toksycznych prolekow
w aktywng forme, z udzialem enzyméw kowalencyjnie
przytaczonych do monoklonalnych przeciwcial. Pierwszy
etap polega na wprowadzeniu enzymu skoniugowane-
go z przeciwcialem monoklonalnym, rozpoznajacym
specyficzne antygeny obecne na powierzchni komoérek
nowotworowych. Nastepnie aplikuje si¢ nieaktywng
forme leku, ktora jest enzymatycznie przeksztalcana
w posta¢ aktywna. Konwersj¢ proleku przeprowadza
zwiazany z przeciwcialem enzym [33] (Ryc. 1D). Warun-
kiem koniecznym pozytywne;j terapii jest wybor enzymu
o wysokiej specyficznosci do proleku, ktéry dokona prze-
ksztalcenia go w aktywna forme¢ bez wywolania odpo-
wiedzi immunologicznej. W terapii ADEPT najcz¢Sciej
stosowane sa enzymy, ktore nie wystepuja naturalnie
w miejscu docelowym, np. bakteryjna B-laktamaza, czy
karboksypeptydaza G2 (Tab. I). Wazne jest takze zacho-
wanie odstepu czasowego pomi¢dzy podaniem koniugatu
przeciwcialo-enzym i proleku, co pozwala to na dotarcie
immunokoniugatu do tkanki nowotworowe;.

Oproécz enzym6w do przeciwceial moga by¢ dotaczo-
ne cytokiny. Sa to zazwyczaj maloczasteczkowe biatka lub
peptydy, warunkujace wzajemne oddzialywania i wplywa-
jace na funkcje r6znych komorek organizmu. Cytokiny
uczestnicza glownie w regulacji proliferacji, roznicowania
i aktywacji komorek uktadu immunologicznego. Ponadto
cytokiny, np. TNF o (Tumor Necrosis Factor o), interfe-
ron v, interleukina-2, stabilizujg immunokoniugat w oso-
czu, wydluzajac przy tym jego czas poéitrwania, a jed-
nocze$nie pobudzajg do dziatania komorki efektorowe
ukfadu immunologicznego [14].



Tab. I. Wybrane enzymy biorace udzial w terapii ADEPT (na podstawie [34], zmodyfikowany)

Nazwa enzymu Dzialanie Prolek Lek w formie aktywnej
Fosfataza alkaliczna Hydroliza grup fosforanowych Fosforan etopozydu Etopozyd
Fosforan doksorubicyny Doksorubicyna

Karboksypeptydaza G2  Cigcie pomigdzy resztg glutamylowa,

a zasadami aromatycznymi

Cigcie w obrebie tancucha
laktaminowego

B - laktamaza

Deaminaza cytozyny Deaminacja cytozyny do uracylu

Karboksypeptydaza A Cigcie peptydow

z ugrupowaniem o-glutamylowym

Kwas 4-[(2-mezyloksyetylo)-(2 chloro-
etylo) amino] benzoiloglutaminowy

Hydrazyd deacetylowinblastyny

5-fluorocytozyna

o-alanina metotreksatu

Kwas 4-[(2-mezyloksyetylo)-(2-chloro-
etylo) amino]-benzoesowy

Cefalosporyna, alkaloid Vinca

S-fluorouracyl

Metotreksat

Podsumowanie

Prezentowane w pracy dane wskazujg, ze immunotera-
pia wpisuje si¢ coraz silniej w kanon technik terapeu-
tycznych, stosowanych we wspotczesnej onkologii. Na
razie, w zdecydowanej wigkszoSci przypadkéw, petni
ona jedynie rol¢ wspomagajaca dla leczenia konwen-
cjonalnego (chemioterapii, radioterapii i postgpowania
chirurgicznego). Do syntezy immunokoniugatow stosuje
si¢ zwiazki o wysokiej toksycznoSci ogdlnoustrojowej,
takie, jak kalicheamycyna, majtanzynoidy, antracykliny,
toksyny bakteryjne, czy grzybicze. W formie immuno-
koniugatéw wydaja si¢ efektywnie dziala¢ zaré6wno na
biataczki, jak i na guzy lite. Dla uniknigcia nieswoistego
faczenia si¢ z tkankami, cytostatyki poddaje si¢ licznym
modyfikacjom. Aby ograniczy¢ odpowiedz ze strony ukfa-
du immunologicznego, przeciwciata wykorzystywane do
reakcji koniugacji z lekami sg zazwyczaj chimeryczne
lub humanizowane. Immunokoniugaty, w sktad ktérych
wchodzg czasteczki polimeréw, np. HPMA albo Iaczniki
tetrapeptydowe (Gly—-Phe-Leu-Gly), sa cz¢sto odiaczane
przy udziale lizosomalnych enzymdw, np. katepsyny B.
Polaczenia te znajdujq si¢ obecnie w I lub II fazie badan
klinicznych i ciagle trwaja badania nad poszerzeniem
ich profilu toksycznoSci. Najpowazniejszym objawem
ubocznym po leczeniu immunokoniugatami jest zespot
przesigkania naczyniowego (VLS — vascular leak syndro-
me), ktory charakteryzuje si¢ zwigkszong przepuszczal-
noscig naczyn krwiono$nych. Efekt ten jest zalezny od
stosowanej dawki. VLS wystepuje w wyniku uszkodzenia
i Smierci komorek §rdédblonka, wywotanych bezpoSrednig
aktywnoscia enzymatyczng toksyn lub niekontrolowanym
uwolnieniem leku z czasteczki immunokoniugatu. Nie-
watpliwie jednak mozna stwierdzi¢, ze terapia z wykorzy-
staniem immunokoniugatéw zmierza w swych gléwnych
zatozeniach do zniesienia uciazliwych dla pacjenta i nie-
pozadanych efektéw ubocznych, ktore towarzysza stan-
dardowym metodom leczenia chor6b nowotworowych.
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