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Application of microorganism products in antitumor therapies

Abstract: One of the main goals of alternative anticancer therapies is to find a method that would allow selective tumor cells
targeting. One of such methods is based on application of microorganism products. Many bacterial proteins have been investigated
as potential antitumor agents. Among them — azurin, one of a class of copper-containing proteins called blue-copper proteins and
NPI-0052 (salinisporamide A), proteasome inhibitor that was isolated from Salinispora tropica. Many tumor cells overexpress
particular proteins, such as MMPs (Matrix metalloproteinases) or uPAR (urokinase type plasminogen activator receptor). This feature
of tumor cells was used for applying in anticancer therapies anthrax toxin, exotoxin secreted by virulent strains of Bacillus anthracis.
By replacing the native furin cleavage site in anthrax toxin-protective antigen by that recognized by MMBP, it is possible to selectively
target tumor cells. The third main application of microbial products in cancer treatment are immunotoxins, which are proteins that
contain a modified toxin linked to an antibody. Also modified bacterial toxins fused to growth factor or cytokines that bind selectively
to target cells are potential new anticancer drugs.
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1. Wstep

Jednym z glownych probleméw konwencjonalnej
terapii antynowotworowej jest brak specyficznosci
lekow wobec komodrek nowotworowych, co skutkuje
ich toksyczno$ciag wobec wszystkich komorek, zardw-
no rakowych jak i tych zdrowych. Dlatego jednym
z gtownych celow badan dotyczacych terapii anty-
nowotworowych stato si¢ poszukiwanie metody, ktéra
umozliwilaby selektywne dziatanie lekow na komorki
guza. Bakterie juz od wielu lat probowano wyko-
rzystywa¢ w walce z chorobami nowotworowymi.
Stosowano celowe infekcje, ktore w wielu przypad-
kach prowadzity do regresji lub catkowitego zaniku
guza. Jednak efekty uboczne byly czgsto bardzo po-
wazne, a ponadto, nie znano mechanizméw moleku-
larnych tego dziatania. Po pewnym czasie zamiast
zywych kultur bakterii zaczgto stosowaé izolowane
preparaty bakteryjnych toksyn. Konieczne jednak byty
doktadne studia dotyczace mechanizméw dziatania

stosowanych mikroorganizmow, jak i ich toksyn. Pod
koniec XX wieku analizy poszerzono o kolejne, po-
tencjalnie uzyteczne, gatunki mikroorganizmow.
Obecnie mikroorganizmy stosuje si¢ w terapiach
antynowotworowych jako wektory dostarczajace enzy-
my indukujace dziatanie lekéw antynowotworowych.
Modulacji aktywnosci uktadu immunologicznego do-
konuje si¢ rowniez poprzez zastosowanie szczepionek
DNA. Ponadto, uzyteczne w terapii okazaly sig¢ nie-
ktore bakteryjne biatka, takie jak toksyna waglika,
azuryna czy produkowany przez oceaniczne bakterie
Salinotropa tropica zwiazek NPI-0052, wykazujacy
aktywnos$¢ inhibitora proteasoméw. Jednym z gtownych
celow terapii antynowotworowej jest zlamanie tole-
rancji dla protein niskoimmunogennych, do ktérych
naleza m.in. biatka nowotworowe oraz podwyzszenie
poziomu odpowiedzi immunologicznej wobec komorek
nowotworowych. W tym celu, oprocz szczepionek
DNA, stosuje si¢ immunotoksyny, czyli potaczenie
toksyn z przeciwcialami monoklonalnymi (MAbs),
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czynnikami wzrostu lub cytokinami specyficznie wiaza-
cymi si¢ do danego antygenu/receptora na powierzchni
komorki nowotworowe;.

Prezentowana praca skupia si¢ na strategiach wyko-
rzystujacych produkty mikroorganizméw w terapiach
antyrakowych, a wigc na zastosowaniu modyfikowa-
nych bakteryjnych toksyn w postaci immunotoksyn,
wykorzystaniu atenuowanej toksyny waglika oraz innych
bakteryjnych bialek, takich jak azuryna i NPI-0052.

2. Antynowotworowa aktywno$¢ toksyny waglika

W nowoczesnej terapii antynowotworowej, poza
zastosowaniem zywych komorek bakterii, testowane
jest rowniez wykorzystanie do walki z rakiem bak-
teryjnych toksyn. Najdoktadniej przebadana zostala
w tym aspekcie toksyna produkowana przez Bacillus
anthracis kodowana przez geny zlokalizowane na plaz-
midzie pOX2. Jest to egzotoksyna typu AB sktadajaca
si¢ z trzech podjednostek: PA (protective antigen)
— antygenu ochronnego (83 kDa), czynnika obrzgku
(EF — edema factor; 89 kDa), bedacego zalezna od kal-
moduliny cyklaza adenylanowa powodujaca podnie-
sienie poziomu cAMP w komorce, co doprowadza
do rozregulowania wodnej homeostazy oraz czynnika
letalnego (LF — lethal factor; 90 kDa), biatka o aktyw-
nosci zaleznej od cynku proteazy, ktorej celem dziata-
nia sa kinazy MAPK (MAPKK — mitogen-activated
protein kinase kinase, kinazy aktywowane mitogenami)
odpowiedzialne za przekazywanie sygnatéw w komor-
ce [22, 73]. Poszczegblne podjednostki toksyny wy-
stepujace samodzielnie, zarowno PA, jak i EF czy LF
nie sa toksyczne dla komoérek eukariotycznych. Trzy
podjednostki toksyny zaopatrzone w sekwencje syg-
natowe sg transportowane niezaleznie na zewnatrz
komorki bakteryjnej, a sktadanie dojrzatej toksyny ma
miejsce na powierzchni komorek eukariotycznych [26].
Podjednostka PA laczy si¢ z receptorem ATR/TEMS
(anthrax toxin receptor), znajdujacym si¢ na powierzch-
ni komorki docelowej, nastgpnie jest proteolitycznie
trawiona przez komorkowa proteaze furynowa [11].
Powstaly C-terminalny fragment peptydu PA (63 kDa)
heptameryzuje, co pozwala na przylaczenie czynnika
smierci LF lub/i EF. Kompleks ten przedostaje si¢ do
wngetrza komorki w endosomie. Kwasne $rodowisko
endosomu skutkuje konformacyjna zmiana komplek-
su, heptamer wbudowuje si¢ w bton¢ endosomu;
w wyniku tego w blonie tworzy si¢ por, przez ktory
LF/EF wydostaja si¢ do cytoplazmy. W cytoplazmie
LF proteolitycznie modyfikuje N-konce kinaz rodzi-
ny MEK (MEK1, MEK2, MEK3), zaburzajac w ten
sposob ich zdolnos¢ do aktywacji MAPKs, a do-
ktadniej ERK (extracellular-signal-regulated kinase,
kinazy regulowane sygnalem zewnatrzkomoérkowym),
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p38 kinazy (P38 mitogen-activated protein kinase)
1 JNK kinazy (c-Jun N-terminal kinase) [24, 85, 88].
Rodzina kinaz serynowo-treoninowych MEK od-
grywa kluczowa rolg w regulacji odpowiedzi komorko-
wej na mitogeny i stres srodowiskowy. Ich nieprawi-
dlowa aktywacja prowadzi do karcynogenezy. Kinazy
MEK poprzez fosforylacje aktywuja kinazy MAPK
(mitogen-activated protein kinases). Jest to grupa bia-
tek o niezwykle istotnej funkcji w komorce — uczest-
nicza one m.in. w regulacji cyklu komoérkowego oraz
aktywacji limfocytow i makrofagow [24, 88]. Poprzez
przeprowadzane modyfikacje czynnik LF blokuje
zatem w komorce migdzy innymi szlaki transdukcji
sygnalow niezbgdne do funkcjonowania prawidtowej
odpowiedzi immunologicznej. Wykazano, ze zakty-
wowane makrofagi poddane dziataniu biatka LF, wy-
twarzaly o wiele mniej tlenku azotu — dziatajacego
bakteriobdjczo jako element odpowiedzi nieswoistej,
co sprzyjato rozprzestrzenianiu si¢ bakterii i rozwo-
jowi infekcji. Ponadto, skutkiem dziatania LF byto
zaburzenie zdolnosci tych komodrek do odpowiedzi na
stres zewnatrzkomorkowy, na takie czynniki jak reak-
tywne zwiazki tlenu — ROI oraz rozregulowanie pro-
dukcji cytokin. Procesy te powoduja lityczna $mierc
makrofagéw. Wprowadzony do komorek nowotworo-
wych czynnik letalny LF hamuje ich zdolno$¢ do od-
powiedzi na sygnaty o proliferacji/onkogenezie, co
skutkuje zahamowaniem wzrostu guza i spadkiem
angiogenezy [32, 72]. Sciezka sygnalizacyjna MEK/ERK
reguluje rowniez ekspresje¢ cykliny D. Jej aktywacja jest
niezbe¢dna do progresji cyklu komorkowego w trakcie
przejécia faz G1/S; odgrywa réwniez kluczowa role w
procesie metastazy a jej funkcjonowanie wplywa na
procesy angiogenezy [10]. Zwrocenie uwagi na drogg
MEK/ERK jako potencjalnego celu do nowych strate-
gii walki z rakiem nastapito w wyniku odnotowania
w wielu ludzkich guzach zaktywowanego czynnika
ERK lub podwyzszonej jego ilosci. Podsumowujac,
inaktywacja MEKSs lezy u podstaw patogenezy wag-
lika, podczas gdy niewlasciwa aktywacja tej $ciezki
sygnalizacyjnej przyczynia si¢ do onkogenezy [10, 64].
Wiele dowodow wskazuje na makrofagi jako glow-
ny obiekt ataku LT (anthrax lethal toxin). Udokumento-
wano, ze iniekcja LT do wngtrza guza, ktory rozwinat
si¢ z linii komoérkowej pochodzacej od makrofagéw
hamowata jego wzrost [32, 37]. Ta unikalna wrazli-
wo$¢ makrofagdw na LT sugeruje, ze toksyna waglika
moze by¢ uzyteczna w terapii pewnych rodzajow nowo-
tworéw limfoidalnych, a takze podczas przerw migdzy
kolejnymi aplikacjami chemioterapii, kiedy to system
immunologiczny pacjenta jest szczegdlnie ostabiony.
Z drugiej strony, w zastosowaniu do leczenia nowo-
twordéw innego typu, musi by¢ zachowana szczegdlna
ostrozno$¢ ze wzgledu na mozliwe efekty uboczne do-
tyczace zaburzen funkcjonowania makrofagdéw [10].
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W badaniach in vitro dotyczacych dziatania toksyny
waglika, lini¢ nowotworowa otrzymana w wyniku
transfekcji onkogenu H-Ras (H-Ras nalezy do nadro-
dziny biatek sygnalizacyjnych Ras) do komorek linii
NIH 3T3 (mysie fibroblasty podatne na transformacje
nowotworowa z zastosowaniem wirusa migsaka) pod-
dano dziataniu LT i obserwowano zmiany ich morfo-
logii. Komérki po traktowaniu toksyna uzyskiwaty
wyglad charakterystyczny dla nie transformowanych
oraz utracity zdolno$¢ do formowania skupisk w pot-
ptynnym agarze (ta cecha jest typowa dla komorek
nowotworowych). Dodatkowo, w przeciwienstwie do
makrofagdéw potraktowanych LT, NIH 3T3 nie zostaty
zabite [23]. Tak wiec in vitro toksyna LT hamowala
proces karcynogenezy. Iniekcja LT do wnetrza guza
hamowata takze wzrost nowotwordéw subkutykular-
nych powstatych z Ras — transformowanych fibro-
blastow. W niektorych przypadkach obserwowano tez
regresj¢ guza. Analizy linii komoérkowych otrzyma-
nych z réznych rodzajow guzéw udokumentowaly, ze
wzrost niektorych z nich (znaczaco: czerniaka, raka
piersi i jelita grubego) zostat zahamowany w wyniku
poddania ich dziataniu toksyny waglika LT. Jednoczes-
nie wzrost wielu obecnych w tej samej myszy guzdw,
do ktérych nie wstrzyknigto toksyny, rowniez ulegt
zahamowaniu. Efekt ten spowodowany jest pobudze-
niem uktadu odpornos$ciowego przez antygeny nowo-
tworowe uwolnione z zabitych komoérek nowotworo-
wych w ognisku nastrzyknigtym toksyna [10, 44, 64].

Wprowadzenie do organizmu pacjenta silnie letal-
nej toksyny nie jest obojgtne dla zdrowych komorek.
Kwestia kluczowa w stosowaniu tej procedury jest
ustalenie optymalnej dawki oraz drogi podania prepa-
ratu tak, aby efekt antynowotworowy byl jak najsil-
niejszy przy jak najmniejszych efektach ubocznych.
Problem toksycznosci preparatu moze by¢ rozwiazany,
jesli bedziemy w stanie skierowa¢ kompleks toksyny
do konkretnych komoérek. Unikalna droga proteoli-
tycznej aktywacji podjednostki PA na powierzchni ko-
morek docelowych stworzyta mozliwosé genetycznej
modyfikacji tego biatka aby uzalezni¢ jego proteolitycz-
ne cigcia od enzymow nadeksprymowanych w tkankach
nowotworowych [59, 60]. W tym celu wykorzystano
fakt, ze wiele komoérek nowotworowych charaktery-
zuje si¢ podwyzszonym poziomem ekspresji biatka
MMP (matrix metaloproteinase) — matriks metalopro-
teinazy. Jego nadekspresja w niektorych ztosliwych
guzach jest uznawana za marker komoérek nowotworo-
wych. Fakt ten wykorzystano dla skierowania toksyny
waglika do komoérek nowotworowych. Skonstruowano
gen kodujacy zmutowang proteing PA podlegajaca
aktywacji przez biatka MMP, w ktorej miejsce cigcia
przez proteazg furynowa (RKKR) zastapione zostalo
sekwencja aminokwasowa (GPLGMLSQ) rozpozna-
wang przez MMP. Poniewaz biatka MMP sa nadprodu-
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kowane w tkankach nowotworowych i w przeciwien-
stwie do szeroko rozpowszechnionych proteaz fury-
nowych, tylko w niewielu rodzajach zdrowych, teore-
tycznie zmutowana toksyna PA-LI/LF (PA-L1 to
zmutowana wersja biatka PA) aktywowana wtasnie
przez tg proteazg powinna wykazywaé specyficznosé
wobec komorek nowotworowych (Rys. 1) [62, 64, 85].

Opisane wyzej badania udokumentowaty selektyw-
na toksycznoé¢ LT wobec wielu ludzkich linii komor-
kowych czerniaka, wéréd nich linii MALME-3M,
SK-MEL-28, HT144 oraz M14-MEL, wskazujac na LT
jako potencjalny czynnik terapeutyczny dla tego ro-
dzaju nowotworu [64]. Ta wybiorcza cytotoksycznosé
LT zostala p6zniej powiazana z aktywujaca mutacja
BRAF wystepujaca w tych rodzajach czerniaka [4].
Projekt zsekwencjonowania genomu komoérek nowo-
tworowych [1] realizowany w Instytucie Sangera,
a takze pozniejsze eksperymenty zidentyfikowaty mu-
tacj¢ BRAF V600 jako wystgpujaca w okoto 70%
przypadkow ludzkiego czerniaka, a takze w mniej-
szym procencie w innych rodzajach nowotworow
ztodliwych, takich jak rak okreznicy [9], jajnika czy
brodawczak tarczycy, wystgpujac w sumie w ok. 8%
wszystkich rodzajéow ludzkich nowotwordéw ztosli-
wych [21]. Biatko BRAF nalezy do rodziny kinaz
serynowo-treoninowych i odgrywa istotna rol¢ w pro-
cesach przekazywania sygnatow i wzroscie komorko-
wym; na drodze przekazywania sygnatow znajduje si¢
bezposrednio po biatku RAS a przed MEK [33].
Mutacja BRAF V600E to mutacja punktowa polega-
jaca na zamianie waliny 600 na kwas glutaminowy
— zastapienie obojgtnego aminokwasu na aminokwas
o tadunku ujemnym, co nasladuje proces fosforylacji
treoniny 599 i seryny 602 powodujac w ten sposob
zmiang aktywnos$ci biatka - przetaczenie czasteczki
biatka na ,,wlaczona” [89]. Mutacja V600OE powoduje
destabilizacj¢ nieaktywnej konformacji kinazy (unie-
mozliwiajacej wigzanie substratu oraz ATP) poprzez
zaburzenie interakcji pomigdzy resztami treoniny i se-
ryny (G596 i V600) w obregbie petli aktywacyjnej
a G464 1 V471 petli P (miejsce wiazania ATP) [27].
Zaobserwowano zalezno$¢ wystgpowania mutacji
BRAF w komoérkach nowotworowych od obecno$ci
aktywujacej mutacji w sekwencji aminokwasowej
biatka RAS [21]. Obecnos$¢ ktorejkolwiek z wymie-
nionych mutacji jest wystarczajaca do rozregulowania
kaskady kinaz MEK-ERK, ktorej aktywno$¢ jest nie-
zbgdna do przezycia komorek nowotworowych niosa-
cych te mutacje [64]. Niedawne badania przeprowadzo-
ne przez Rosen i wsp. [82] wykazaly wrazliwo$¢
komorek rakowych z mutacja BRAF na zahamowanie
aktywnosci kinaz MEK. Nowotwory z mutacja RAS
okazaty si¢ mniej wrazliwe na ten proces, co wynika
z faktu, ze RAS moze rowniez aktywowac Sciezke PI3K
w celu podtrzymania przezycia komoérek guza [18].
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Toksyna waglika LT, wykazujaca zdoInos¢ do inakty-
wacji MEK1/2 oraz innych MEKs poprzez ich en-
zymatyczna inaktywacjg, jest wybidrczo toksyczna
wobec komorek czerniaka niosacych mutacje BRAF,
ale nie tych z mutacja RAS, co potwierdzone zostato
w eksperymentalnej terapii z przeszczepem ludzkich
komorek czerniaka SK-MEL-28 myszom. Wysoka
toksyczno$¢ bialka dla organizmu zwierzat wywoty-
wana przez dzika wersj¢ LT obserwowana u myszy
sugerowatla konieczno$¢ stworzenia toksyny, o obnizo-
nej toksycznosci, ale z zachowaniem jej wlasciwosci
antynowotworowych [10, 64].

Liu i wspotpracownicy [64] przeprowadzili ba-
dania majace na celu poréwnanie skutecznosci dzia-
fania antynowotworowego PA/LF niezmutowanej oraz
PA-L1/LF. Analizowano skuteczno$¢ réznych dawek
i sposobu podania toksyny, przeprowadzono oceng
dziatania preparatu in vitro oraz in vivo na komor-
ki nowotworowe oraz oceng skutkow ubocznych to-
ksycznosci terapii dla organizmu zwierzat do§wiad-
czalnych. Wtasciwosci antynowotworowe PA-L1/LF
in vitro, oszacowano z wykorzystaniem czterech ludz-
kich nowotworowych linii komérkowych zawieraja-
cych mutacj¢ BRAF V600E: Colo205 i HT29 (nowo-
twor okreznicy), SK-MEL-28 i HT144 (czerniak)
pochodzacych z kolekcji NCI60 ludzkich komoérek no-
wotworowych [81] oraz szesciu linii z niezmutowanym

Rys. 1. Mechanizm dziatania zmutowanej toksyny waglika, aktywowa-
nej przez MMP. Zaburzenie przekazywania sygnalu MEK/MAPKs.

genem BRAF: MDA-MB-231 (rak piersi), AS94/ATCC
i NCI-H460 (rak ptuc), PC-3 (rak prostaty), SN12C
(rak nerki) i SF539 (rak osrodkowego systemu nerwo-
wego). Toksycznos¢ PA/LF oraz PA-L1/LF wobec
opisanych komorek oceniano na podstawie zywotnos$ci
komorek po 72 godz. inkubacji odpowiednio z dzika
oraz zmutowana toksyna. Wszystkie cztery badane
linie zawierajace mutacj¢ BRAF okazaly si¢ wrazliwe
na dziatanie PA-L1/LF na poréwnywalnym poziomie
jak w przypadku zastosowania PA/LF. Uzyskane wyni-
ki wskazaty, ze wrazliwo$¢ na PA/LF badz PA-L1/LF
nie jest unikalna dla linii komodrkowej czerniaka,
poniewaz podobne rezultaty uzyskano w przypadku
komorek raka okreznicy. Pozostale linie komorkowe
(poza MDA-MB-231 raka ptuc) byly oporne zar6wno
na dzialanie zmutowanej, jak i dzikiej toksyny. W celu
wykluczenia mozliwosci, jakoby brak dziatania toksyn
na komorki bez mutacji BRAF uzalezniony mogt by¢
od braku receptora dla PA badz MMP na ich po-
wierzchni, linie te poddano réwniez inkubacji z innym
rekombinowanym biatkiem PA — PA/FP59 (fusion pro-
tein 59 — bialko fuzyjne powstate z polaczenia reszt
aminokwasowych 1-254 LF oraz domeny egzotoksyny
Pseudomonas odpowiedzialnej za ADP-rybozylacje
czynnika elongacji) [62]. Zaobserwowano podobny po-
ziom toksycznosci jak w przypadku komorek z mutacja
BRAF. Wykazano w ten sposob, ze na powierzchni
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badanych komoérek obecne byty zarowno receptory dla
PA jak i biatko MMPs [64].

Pozytywne efekty eksperymentow in vitro zapo-
czatkowaly analizy cytotoksyczno$ci PA-L1/LF in vivo
na modelu mysim (myszy linii C57BL/6). W tym celu
zwierzetom podano dootrzewnowo szes¢ dawek od-
powiednio PA/LF lub PA-L1/LF i na podstawie prze-
zywalno$ci zwierzat oraz oceny uszkodzen organdw
(analiza histologiczna) oceniano maksymalng tole-
rowang dawke (MTD6, maximum tolerated 6 doses).
Uzyskane dane zademonstrowaly znacznie nizsza to-
ksyczno$¢ dla catego organizmu w przypadku zmuto-
wanej LT; MTD6 dla dzikiej LT byta znacznie nizsza
niz dla toksyny aktywowanej przez MMP. Nastegp-
nie analizie poddano antynowotworowe wilasciwosci
PA-L1/LF in vivo. W tym celu przeszczepiono my-
szom odpowiednio komorki czerniaka zawierajace
mutacje BRAF Iub komoérki niedrobnokomérkowego
raka pluc bez tej mutacji. Po rozwinigciu si¢ nowo-
tworow, myszom zaaplikowano sze$¢ dawek PA/LF,
PA-L1/LF badz PBS (kontrola negatywna) i badano
procent obserwowanej nekrozy guzow oraz prolife-
racj¢ komorek. Analizy histologiczne wykazaty wyso-
ka skutecznos¢ zmutowanej toksyny PA-L1/LF wobec
wszystkich trzech badanych linii, tacznie z ta nie po-
siadajaca mutacji BRAF; w przypadku niezmutowa-
nej LT efekt wobec guzow byl niewielki badz zaden
[63]. Dostarczana ogdlnoustrojowo PA-L1/LF wyka-
zywala silniejszy efekt antynowotworowy niz PA/LF,
przy jednoczesnej mniejszej toksycznosci dla catego
organizmu wynikajacej prawdopodobnie z faktu ogra-
niczonej ekspresji MMPs na powierzchni zdrowych
komorek przy nadprodukcji biatka na powierzchni
komoérek nowotworowych [62, 64].

Kolejne badania efektu terapeutycznego in vivo
PA-L1/LF objety linie nowotworowe (nie zawierajace
mutacji BRAF) — A549/ATCC (rak ptuc) oraz B16-BL6
(czerniak). We wczesniejszych eksperymentach in vitro
linie te byly oporne na cytotoksyczne dzialanie
PA-L1/LF, ale okazaty si¢ wrazliwe na dziatanie pre-
paratu w testach in vivo. Dane te wskazuja, ze pra-
wdopodobnie silne antynowotworowe dziatanie zmu-
towanej LT moze by¢ zwiazane z kierowaniem si¢
PA-L1/LF do naczyn krwiono$nych w okolicy guza.
Zaobserwowano ponadto, ze PA-L1/LF silnie hamuje
migracj¢ ludzkich pierwotnych komorek srodblonka
zgodnie z gradientem czynnikéw angiogenezy takich
jak VEGF (czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowe-
g0), FGF2 (czynnik wzrostu fibroblastow 2), EGF
(epidermalny czynnik wzrostu) i IGF (insulinopodobny
czynnik wzrostu) [64]. Ten proces migracji jest istot-
nym etapem procesu nowotworzenia [67]. Blokowanie
procesu angiogenezy przez PA-L1/LF potwierdzone
zostato roéwniez w badaniach in vivo na myszach po-
zbawionych odpornosci (nude) [64]. Myszy nude nie
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produkuja przeciwcial, mozna wigc z ich wykorzysta-
niem bada¢ efekty zaaplikowanych zwierzgtom zwiaz-
kéw terapeutycznych, a takze rozwdj nowotworow.
W tkankach nowotworowych indukcja procesu angio-
genezy przez komorki rakowe nastgpuje w wyniku ich
komunikacji z komérkami stromy, takimi jak makro-
fagi, fibroblasty czy komorki endotelialne. Komuni-
kacja ta moze odbywac si¢ poprzez bezposrednie inter-
akcje, badz poprzez wydzielanie czynnikow wzrostu
i angiogenezy [83, 95]. W badaniach nad wptywem
toksyny waglika na ekspresj¢ czynnikow angiogenezy,
przeprowadzonych na czterech ludzkich liniach nowo-
tworowych — A549/ATCC (nowotwor pluc), HT144
(czerniak), Colo205 oraz HT29 (nowotwor okreznicy)
i z uzyciem 11 gltownych czynnikoéw angiogenezy
stwierdzono, ze interleukina-8 (IL-8) byla jedynym
czynnikiem, ktérego ekspresja regulowana byla dzia-
taniem LT [64].

We wczeéniejszych badaniach z uzyciem komorek
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
rowniez obserwowano wptyw LT na poziom ekspresji
genu kodujacego IL-8. LT obniza poziom IL-8 poprzez
oddziatywanie z 3 UTR genu, co powoduje destabili-
zacj¢ mRNA [8]. IL-8, nalezaca do chemokin, wyste-
puje w monocytach, neutrofilach, makrofagach oraz
limfocytach T. Odgrywa ona istotna rolg w procesie
angiogenezy zwiazanym z rozwojem guzow, dlatego
tez zwrocono uwage na mozliwos¢ wykorzystania tej
cytokiny jako potencjalnego celu w terapii antynowo-
tworowej [68, 83]. Poszukiwano odpowiedzi na py-
tanie, czy wpltyw toksyny waglika na poziom IL-8
uzasadnia silnie antynowotworowe wlasciwosci PA-L1/
LF. Udokumentowano, ze wlasciwosci te nie zostaly
uposledzone w wyniku traktowania PA-L1/LF ko-
morek zawierajacych gen kodujacy IL-8 pozbawiony
konca 3°’'UTR. W tym celu sklonowano cDNA genu
pozbawiony fragmentu kodujacego 3’UTR zawiera-
jacego region bogaty w AU bedacy celem dziatania LT.
Tak zmutowany gen kodujacy I1-8 sklonowano na ,,ssa-
czym” wektorze ekspresyjnym pIRESHgy2b pod kon-
trola promotora CMV 1 transfekowano nim badane
linie komoérkowe A549/ATCC (rak ptuc) i C32 (czer-
niak). W dalszym etapie eksperymentu tak przygoto-
wane komorki przeszczepiono myszom pozbawionym
odporno$ci (linia nude). Po rozwinigciu si¢ guzéw
zwierzgtom podawano PBS (kontrola negatywna)
badz PA-L1/LF i obserwowano efekt. Okazatlo sie, ze
antynowotworowe dziatanie PA-L1/LF nie zostato ob-
nizone w przypadku komorek ze zmienionym genem
kodujacym IL-8 co wskazuje, ze efekt terapeutyczny
zmutowanej LT nie bazuje jedynie na obnizaniu po-
ziomu IL-8, cho¢ guzy myszy transfekowanych zre-
kombinowanym wektorem rosty wolniej niz w przy-
padku myszy, ktore otrzymaly pusty wektor. Zjawisko
to pozostaje jednak nie do konca wyjasnione [64].
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Silniejsze dzialanie antynowotworowe PA-L1/LF
w stosunku do dzikiej formy toksyny wytlumaczone
zostato jej zwickszona ,,dostepnoscia biologiczng” oraz
dhuzszym okresem poéttrwania w organizmie zwierzat.
Przenikanie biatka do komorki zwiazane jest z jego
proteolityczna obrobka i zdolnoscia PA do tworzeniem
heptamerdéw po zwigzaniu receptora znajdujacego sig
na powierzchni [61]. Usuwanie PA z krwiobiegu wa-
runkowane jest szybkoS$cia tego procesu [69]. Ponie-
waz proteaza furynowa wystgpuje powszechnie na po-
wierzchni wielu komoérek organizmu eukariotycznego,
podczas gdy produkcja MMPs ograniczona jest do nie-
wielkiej liczby komoérek zdrowych, PA-L1/LF utrzy-
muje si¢ dtuzej w ustroju zwierzgcia. Hipoteza ta zo-
stata zweryfikowana eksperymentalnie poprzez dozylne
wstrzykniecie myszom odpowiednio dzikiej LT lub
zmutowanej i oszacowanie wspotczynnika usuwania
bialek PA z ustroju. Po 6 godzinach od momentu
wstrzyknigcia ilos¢ PA byla prawie niewykrywalna,
podczas gdy stezenie PA-L1/LF utrzymywato si¢ nadal
na do$¢ wysokim poziomie. Poza skuteczniejszym anty-
nowotworowym dziataniem PA-L1/LF w stosunku do
PA/LT, zmutowana toksyna charakteryzuje si¢ stabsza
immunogennos$cig niz dzika LT [63, 64]. Biatko PA
cechuje silna immunogennosc. Jest ono gtownym kom-
ponentem jedynej przeznaczonej dla ludzi, dopuszczo-
nej do stosowania, szczepionki przeciwko waglikowi
(Anthrax Vaccine Absorbed) [2]. Fakt ten zwrocit uwa-
g¢ naukowcOw na potencjalny problem zmniejszenia
efektu terapeutycznego PA po kilku cyklach leczenia
w wyniku wytworzenia przeciwcial neutralizujacych.
Biatka PA zalezne od aktywacji przez MMPs sa mniej
wydajnie internalizowane i procesowane w komarce niz
PA cigte przez furyny, co wynika z opisanej uprzednio
ograniczonej ekspresji MMPs [10, 64]. Mozna przy-
puszczaé, ze APCs moga przez to mniej wydajnie pre-
zentowaé peptydy PA-L1/LF droga MHC klasy II, co
powinno skutkowaé stabsza odpowiedzia humoralna.
W celu zweryfikowania tego zatozenia oszacowano ak-
tywnos$¢ przeciwcial neutralizujacych PA po podaniu
myszom C57BL/6 szesciu dawek odpowiednio PA badz
PA-L1/LF. Potwierdzono nizsza immunogenno$¢ zmuto-
wanej toksyny w porownaniu z toksyna typu dzikiego,
a w zwiazku z tym mozliwo$¢ wielokrotnego jej uzycia
bez utraty terapeutycznych wtasciwosci preparatu [64].

Podsumowujac, PA-L1/LF charakteryzuje si¢ wyz-
sza aktywnos$cia antynowotworowg niz dzika wersja
biatka. Wynika to z jej kierowania si¢ do regionow
unaczynienia guza, wydtuzonego czasu poltrwania
w krwiobiegu oraz nizszego powinowactwa do zdro-
wych tkanek o ograniczonej ekspresji biatka MMPs
w porédwnaniu do dzikiej LT. PA-L1/LF wykazuje po-
nadto stabsza immunogenno$¢, co prawdopodobnie
umozliwi wielokrotne stosowanie jej jako leku. Uzys-
kane jak dotad dane eksperymentalne sugeruja, ze od-
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powiednio zmieniona LT bedaca silnym inhibitorem
wielu $ciezek sygnalizacyjnych MEK moze okazaé
si¢ nowatorskim i uzytecznym chemioterapeutykiem
[10, 63, 64]. Kolejnym krokiem begdzie zapewne prze-
prowadzenie testow klinicznych z zastosowaniem
PA-L1/LF. Ponadto, dzigki postgpom inzynierii gene-
tycznej terapia ta moze zostaé rozszerzona poprzez
zastosowanie innych toksyn.

W wielu badaniach prowadzonych juz w latach
90-tych zaobserwowano fakt zwigkszonej ekspresji uPA
(urokinazowego aktywatora plazminogenu) oraz re-
ceptoréow uPAR na powierzchni komoérek nowotworo-
wych réznego typu. Dodatkowo ekspresja uPA i uPAR
jest $cisle skorelowana z inwazyjno$cia i przerzuto-
waniem nowotworow. Receptory uPAR wiaza pro-uPA
(prourokinazowy aktywator plazminogenu), co dopro-
wadza do jego aktywacji i przeksztalcania plazmino-
genu w plazming. Plazmina degraduje sktadniki btony
podstawowej 1 macierzy pozakomodrkowej, ktore to
dziatanie jest istotnym etapem przerzutowania nowo-
twordéw. Wykorzystujac te obserwacje skonstruowano
zmutowana podjednostke PA toksyny waglika (PrAg),
w ktorej miejsce cigcia rozpoznawane przez proteaze
furynowa zastapiono sekwencja aminokwasowa proce-
sowana przez uPA. Dalszym etapem byto otrzymanie
hybrydowej toksyny FP59, zawierajacej N-koniec (ami-
nokwasy 1-254) potaczony z ADP-rybozylujaca domena
egzotoksyny A Pseudomonas aeruginosa. Otrzymana
toksyna aktywowana i internalizowana jest selektywnie
przez nowotworowe komorki nadeksprymujace na swo-
jej powierzchni uPAR, w obecnos$ci pro-uPA i plaz-
minogenu, wywotujac efekt cytotoksyczny [60].

Innym przyktadem toksyny bedacej potencjalna
broniag w walce z rakiem jest produkowana przez Clo-
stridium perfringens enterotoksyna (CPE). Rozpoznaje
ona receptory CLDN3 i CLDN4 ulggajace nadekspre-
sji w komorkach rakowych prostaty. Jej zastosowanie
wywoluje silny efekt cytotoksyczny na lini¢ komor-
kowa nowotworu pochodzenia ludzkiego [65].

3. Immunotoksyny

3.1. Budowa i mechanizm dzialania
toksyny dyfterytu i egzotoksyny A
Pseudomonas aeruginosa

Immunotoksynami sa potaczenia toksyn z przeciw-
ciatami monoklonalnymi (MAbs), specyficznie wiaza-
cymi si¢ do okreslonego antygenu/receptora, np. na
powierzchni komorki nowotworowej. Czgsto, choc
mylnie, tym terminem okreslane sa biatka hybrydowe
bedace fuzjami biatkowymi czynnikéw wzrostu lub
cytokin z modyfikowanymi toksynami. W terapiach
antynowotworowych tworzone sa glownie z wykorzys-
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taniem dwu toksyn bakteryjnych: toksyny dyfterytu
(DT), produkowanej przez Corynebacterium dipthe-
riae oraz wytwarzanej przez Pseudomonas aeruginosa
egzotoksyny A (PE). Pomimo znacznych réznic w se-
kwencji aminokwasowej i polozeniu miejsca aktyw-
nego oraz domeny wiazacej, mechanizm dziatania DT
i PE jest zblizony. Zarowno DT, jak i PE katalizuja
ADP-rybozylacj¢ dyftamidy (modyfikowanej histydy-
ny 699) czynnika elongacyjnego EF-2 w cytozolu, co
skutkuje zahamowaniem procesu translacji i $miercia
komorki [13, 74]. Toksyna PE jest jednotancuchowym
bialkiem sktadajacym si¢ z 613 aminokwasow buduja-
cych 3 funkcjonalne domeny: domeng wiazaca rozpo-
znajaca odpowiedni receptor, domeng odpowiedzialng
za translokacj¢ toksyny do cytozolu oraz domeng
o aktywnosci enzymatycznej [39]. DT sktada si¢ row-
niez z jednego tancucha polipeptydowego liczacego
535 aminokwaséw. Bialko zbudowane jest z domeny
enzymatycznej A (aa 1-193), transmembranowej T oraz
wiazacej B (aa 482-535) [79]. W terapii antynowotwo-
rowej wykorzystywane sa koniugaty toksyn z odpo-
wiednim ligandem taczacym si¢ z komérkami doce-
lowymi. Przy ich uzyciu tworzy si¢ rekombinowane
biatka sktadajace si¢ ze skroconego biatka toksyny
(pozbawionego naturalnej domeny wiazacej, rozpozna-
jacej receptor) oraz ligandu, ktore tacza sig¢ selektywnie
z receptorem na powierzchni komoérki docelowej. Po
przylaczeniu sig¢ i internalizacji immunotoksyny do
komorki docelowej, enzymatyczny fragment toksyny
musi przedosta¢ si¢ do cytozolu, gdzie powinien wy-
wota¢ efekt letalny. Po internalizacji jedna molekuta
toksyny jest w stanie zabi¢ komorke, co czyni z im-
munotoksyn jeden z potencjalnie najskuteczniejszych
preparatow terapeutycznych [45, 46].

Mimo, ze hamowanie procesu translacji jest wy-
starczajace by ostatecznie doprowadzi¢ do $mierci
komorki, ostatnie badania dowodza, ze w obecnoS$ci
toksyny $mier¢ komorki nastgpuje w wyniku jej apop-
tozy a nie nekrozy [12, 41]. Dzigki zastosowaniu
immunotoksyn, niszczone moga by¢ tylko okreslone
komorki, bez szkody dla reszty organizmu. Posrod naj-
aktywniejszych w badaniach klinicznych wymienié¢
nalezy immunotoksyny wiazace si¢ z komérkami no-
wotworéw hematologicznych, ktoérych przyktadem
jest stworzona na bazie PE toksyna LMB2 — fragment
zmienny przeciwciala anty-CD25 potaczony ze skroco-
na PE. Badania wykazaly jej aktywnos$¢ kliniczna
w przewleklej biataczce limfocytowej B-komorkowe;j
i neoplazji komorek T [42, 49, 78]. Natomiast, na bazie
DT skonstruowana zostata toksyna Ontak, nazywana
tez DAB389IL-2 (skrocona DT potaczona z I1.2), sto-
sowana w postaci leku o tej samej nazwie. Ontak sto-
sowana jest w leczeniu jednego z rodzajéw NHL
(chtoniakéw ztosliwych nalezacych do rodzaju Non-
Hodgkin Lymphoma) [58], a takze chloniakow skory
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T-komoérkowych (CTCL; cutaneous T-cell lympho-
ma), w przebiegu ktorych komorki rakowe eksprymuja
na swojej powierzchni receptor IL-2 [25, 70].

Do konstrukcji immunotoksyn stosowane sa skroco-
ne formy PE i DT. Jedna z najcz¢sciej uzywanych jest
PE38 — fragment bialka o masie czasteczkowej 38 kDa
[48]. Skrocona wersja DT uzywana do konstrukcji
rekombinowanych toksyn to DT388, sktadajaca si¢
z pierwszych 388 aminokwasow DT badz DAB486
zawierajaca metioning i pierwszych 485 aminokwa-
sow N-konca biatka [7, 43]. Domena enzymatyczna
PE zlokalizowana jest w poblizu konca karboksylo-
wego biatka, domena wiazaca — po stronie konca
aminowego; w przypadku DT sytuacja jest odwrotna.
Aby umozliwi¢ domenie enzymatycznej translokacje
do cytozolu bez ligandu, ligand umieszczany jest na
N-koficu w przypadku PE, a na C-koncu DT (czyli od
strony domeny wiazacej) [45]. W celu zwigkszenia
specyficznosci immunotoksyn potaczonych z przeciw-
cialami monoklonalnymi (mAb) i zapobieganiu przy-
padkowemu ich przytaczaniu (np. poprzez cze¢s¢ Fc
przeciwciala) i uszkadzaniu zdrowych komorek, toksy-
ny poddaje si¢ pewnym modyfikacjom, jak np. mutacja
powodujaca zamiang w DT Leu390 i Ser525 na Phe.
Zamiana tych aminokwasow skutkuje znacznym obni-
zeniem powinowactwa do niespecyficznych celow,
przy jednoczesnym zachowaniu zdolnosci do translo-
kacji toksyny do cytozolu komorki [35]. Tak zmutowa-
na toksyna nosi nazw¢ CRM107. Inna mutacja polega
na zmianie sekwencji aminokwasowej C-konca PE
z natywnej sekwencji aminokwasowej REDLK na
KDEL, co skutkuje zwigkszeniem powinowactwa do
receptora, a w zwiazku z tym wzmocnieniem cyto-
toksycznosci [50]. Aby unikna¢ skomplikowanych
i kosztownych etapow oczyszczania toksyny i ligandu,
ich wiazania in vifro oraz oczyszczania powstatego
koniugatu, stosuje si¢ szczepy E. coli transformowane
plazmidem kodujacym rekombinowane toksyny [12].

Eukariotyczne systemy ekspresyjne nie sg stosowa-
ne do produkcji rekombinowanych toksyn, poniewaz
ich EF-2 jest silnie podatny na dziatanie toksyn. Otrzy-
mano jednak komorki owadzie i roslinne bedace opor-
ne na dziatanie toksyn, w zwiazku z czym moga one
by¢ wykorzystane do produkcji modyfikowanych to-
ksyn [17, 91]. Problemem zwiazanym z testami przed-
klinicznymi jest brak odpowiednich modeli zwierzg-
cych do testowania skutecznosci preparatow. Testy
przeprowadzane na myszach nie sa wiarygodne ponie-
waz mysi receptor lub antygen moze nie wiazaé im-
munotoksyny z rdwnym powinowactwem jak antygen
pacjenta. Stad tez koniecznos$¢ przeprowadzania testow
toksycznoS$ci na naczelnych, co wiaze si¢ ze znacznym
podniesieniem kosztow, przy czym nie zawsze po-
zwala na faktyczne przewidzenie toksycznosci w wy-
padku zastosowania preparatu w terapiach ludzi [45].
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Immunotoksyny jak dotad okazaty sig najskuteczniej-
sze w leczeniu nowotwordéw hematologicznych. Wy-
nika to z faktu, ze w wielu przypadkach w tych nowo-
tworach ztosliwe komorki kraza w naczyniach, stajac
si¢ dostgpne dla dozylnie podanego leku. Ponadto, pa-
cjenci maja na ogot silnie ostabiony system immuno-
logiczny, co czgsto uniemozliwia wytworzenie prze-
ciwcial skierowanych przeciw toksynie [28, 45, 46].
Zastosowanie immunotoksyn w leczeniu guzow litych
jest znacznie trudniejsze, co wynika nie tylko ze $ci$-
lejszego upakowania komorek, ale réwniez z faktu, ze
u pacjentdw z guzami litymi stopien immunosupresji
jest nizszy, a w zwiazku z tym wzrasta prawdopo-
dobienstwo wytworzenia przeciwcial neutralizujacych
toksyng [45, 46].

3.2. Testy kliniczne wybranych immunotoksyn

Immunotoksyna Ontak (inaczej denileukin diftitox
lub DAB389IL-2) powstata w wyniku fuzji skroconej
formy DT (sktadajacej si¢ z pierwszych 389 amino-
kwasow) i ludzkiej IL-2 [90]. Wiazacy IL-2 receptor
IL2R zbudowany jest z 3 podjednostek: alfa (CD25),
beta (CD122) i gamma (CD132). IL2R niektorych
typodw obecny jest na powierzchni wielu rodzajow
komorek nowotworowych biataczek T- i B-komorko-
wych, jak na przyktad CTCL czy ATL (adult T-cell
leukemia), a takze na powierzchni wielu normalnych
limfocytow T, majacych zdolno$¢ odrzucenia prze-
szczepu. W testach przedklinicznych immunotoksyna
Ontak miala wydtuzony okres pottrwania, zwigkszona
cytotoksyczno$¢ oraz byla lepiej tolerowana w stosun-
ku do uprzednio badanej DAB486IL-2. W decydujacej
111 fazie testow klinicznych CTCL, u 7 z 71 badanych
pacjentow obserwowano catkowita remisj¢ CTCL,
a u 14 czesciowa [25, 70]. Ostatecznie, Ontak zostat
zatwierdzony przez FDA (Agencja ds. Zywnosci i Le-
kéw — Food and Drug Agency, http://www.fda.gov/)
do leczenia zaawansowanych przypadkow CTCL, pod-
czas gdy we wczesnych stadiach zaawansowania
rekomendowane jest raczej stosowanie beksarotenu
(organiczny zwiazek chemiczny, nalezacy do retino-
idoéw III generacji, o dziataniu cytostatyczym, stoso-
wany w leczeniu CTCL) [6]. W testach klinicznych
DAB389I11-2 wykazuje aktywno$¢ rowniez wobec in-
nych rodzajéw nowotwordéw hematologicznych, jak
np. przewlekla biataczka limfocytowa B-komorkowa
[30] i chtoniak B-NHL [20]. Jednym z czynnikéw limi-
tujacych zastosowanie Ontak w leczeniu CTCL, CLL
(chronic lymphocytic leukemia; chroniczna biataczka
limfatyczna) czy NHL jest brak IL2R o wysokim po-
winowactwie, wynikajacy na ogoét z braku podjednost-
ki CD122. Niektore czynniki, takie jak maslan argininy
czy reksinoidy zdolne sa do zwigkszenia ilo$ci recep-
toréw CD25 i/lubCD122, a w zwiazku z tym moglyby
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potencjalnie rozszerzy¢ zakres skutecznego zastoso-
wania Ontak. Jako ze podjednostka CD25 wystgpuje
na wigkszosci komoérek nowotworowych znacznie po-
wszechniej niz CD122 czy CD132, rozpoczgto poszu-
kiwania ligandu, ktory mogtby zastapic IL-2 [45, 46].

W tym celu stworzono immunotoksyng anti-
Tac(Fv)-PE40 oraz jej krotsza wersje anti-Tac(Fv)-
PE38 (LMB-2). Koniugat ten sklada si¢ z rekombi-
nowanego jednotancuchowego fragmentu zmiennego
przeciwciala anty-Tac (specyficznie wiazacego tancuch
alfa IL2R, a wigc CD25), powstatego w wyniku fuzji
czeSci zmiennej tancucha cigzkiego (VH) z czescia
zmienna tancucha lekkiego (VL), fuzjowanego czgscia
VL do skroconej PE [47]. Przeciwciato anty-Tac taczy
si¢ z wystgpujaca pojedynczo podjednostka CD25
z wigkszym powinowactwem niz IL-2. Skonstruowane
immunotoksyny wykazywaty selektywna cytotoksycz-
nos$¢ wobec eksprymujacych CD25 linii komorek bia-
taczkowych otrzymanych od pacjentow. W celu otrzy-
mania stabilniejszej formy LMB-2 skonstruowano
immunotoksyne, w ktorej ,,linker” peptydowy laczacy
czeSci zmienne zastapiony zostal wiazaniem dwu-
siarczkowym migdzy resztami cystein. Tak otrzymany
koniugat, nazwany BL22, okazal si¢ cytotoksyczny
wobec linii komorkowych CD22+, nawet u pacjentow
z HCL opornych na chemioterapi¢ analogami puryny.
Wynika to z faktu, iz czasteczka CD22 jest silnie kon-
serwowana i eksprymowana na powierzchni komorek
HCL mimo ich opornosci na analogii puryny [45, 51].
Tabela I przedstawia wybrane immunotoksyny pod-
dane testom klinicznym w ostatnich latach.

3.3. Problemy terapii z zastosowaniem immunotoksyn

Zastosowanie immunotoksyn do leczenia nowo-
tworow wymaga rozwiazania kilku problemow, takich
jak ich immunogenno$¢, toksycznos¢ dla organizmu,
ograniczony okres pottrwania preparatow oraz wczes-
niej wspomniany problem wiarygodnego modelu
badawczego. Jesli chodzi o immunogennos¢, to jest
ona odnotowywana po jednym cyklu z uzyciem
immunotoksyn u 50-100% pacjentéw z guzem litym
i u 0-40% pacjentéw cierpiacych na nowotwor he-
matologiczny. Obecno$¢ powstajacych przeciwciat
neutralizujacych obniza poziom aktywnych biolo-
gicznie immunotoksyn, zmniejszajac w ten sposob ich
skuteczno$¢ [45, 46]. W przypadku wielu czynnikow
biologicznych (jak np. interferon) stosuje si¢ pegyla-
cje — przylaczanie glikolu polietylenowego do biatka,
co umozliwia stworzenie ,,bariery ochronnej”, ktéra
nie tylko zapobiega immunogennosci, ale takze przed-
tuza okres pottrwania terapeutyku. Jednakze wyko-
rzystanie tej techniki w testach przedklinicznych do
obnizenia immunogenno$ci LMB-2 okazato si¢ mato
skuteczne. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze
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Tabela I
Immunotoksyny poddane testom klinicznym w ostatnich latach
Immunotoksyna Antygen Ligand Skrocona toksyna Zastosowanie Pi$miennictwo

Ontak IL2R IL-2 DAB389 (DT) CTCL, CLL, NHL [20, 28, 30]
DT388-GM-CSF GM-CSF | GM-CSF DT388 AML [31]
DT388-1L3 IL3R 1L3 DT388 AML, MDS [29]
TF-CRM107 TFR Tf CRM107 (DT) Glejak [57]
BL22 (CAT-3888
lub GCR-3888) CD22 DsFv PE38 HCL, CLL, NHL [52]
LMB-2 CD25 ScFv PE38 NHL, Leukemie [53]
TP40 (TGFa-PE40) | EGFR TGFa PE40 4A Nowotwor ztosliwy

pecherza moczowego, CIS [34]
erb38 erbB2 DsFv PE38 Rak piersi [71]
NBI-3001 IL4R IL-4(38-37) | PE3SKDEL Glejak moézgu [77]

CTCL (Cutaneous T-cell Lymphoma) — chtoniaki skory T-komoérkowe, CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia ) — przewlekte biataczki
limfatyczne, NHL (Non-Hodgkin’s Lymphoma) — chtoniaki nieziarnicze, AML (Acute Myelogenous Leukemia) — ostra biataczka szpi-
kowa, MDS (myelodysplastic syndrome) — Zespoty mielodysplastyczne (mielodysplazja szpiku), HCL (Hairy Cell Leukemia) — bia-
taczka wtochatokomorkowa, CIS (carcinoma in situ) — rak przedinwazyjny, DT388 lub DAB389 — skrocona forma toksyny DT, R —
receptor, CRM107 — DT z mutacja powodujaca zamiang Leu390 i Ser525 na Phe, Tf — transferyna, PE38 lub PE40 — skrdcone formy
PE, Fv (variable fragment) — cz¢$¢ zmienna przeciwciata, DsFv (disulfide stabilized Fv) — Fv stabilizowana mostkiem disiarczkowym,
ScFv (single chain Fv) — pojedynczy tancuch Fv, PE40 4A — toksyna PE40 z Cys zastapiona Ala w pozycjach 265, 287, 372 i 379,
erbB2 (HER2/neu — Human Epidermal growth factor Receptor 2) — receptor typu 2 dla EGF.

pegylacja toksyny moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia
jej aktywnosci [87].

Dwa zwiazki: deoksyspergualin i CTLA4lg sku-
tecznie hamowaly odpowiedz immunologiczng na
toksyng PE w testach przedklinicznych. Warto jednak
zaznaczyC, ze jak do tej pory u zadnego z badanych
pacjentow cierpiacych na CLL nie odnotowano po-
jawienia si¢ neutralizujacych przeciwcial przeciw
LMB-2 czy BL22 [45]. Najczeséciej obserwowanym
efektem ubocznym terapii immunotoksynami jest VLS
(vascular leak syndrome), co zwiazane jest zapewne
z faktem uszkodzenia komorek endotelialnych przez
immunotoksyng, a takze hepatotoksycznos$cia [56].
Zaobserwowano jednak, ze LMB-2 i BL22 nie wply-
waja znaczaco na funkcjonowanie watroby. Jako ze
nerki sa dominujaca droga wydalania rekombinowa-
nych immunotoksyn, obserwowany jest tez efekt ich
toksycznosci w stosunku do tych organow. W celu
przezwycigzenia opisanych problemow korzystne moze
okazaé si¢ potaczenie immunotoksyn z inna terapia
antynowotworowa [45, 46].

4. Bakteryjne bialka o aktywno$ci antynowotworowej
4.1. Azuryna

Jedna z nowszych strategii w terapii antynowotwo-
rowej z zastosowaniem produktéw mikroorganizmow
jest wykorzystanie azuryny, niebieskiego biatka za-
wierajacego miedz, produkowanego przez Pseudomo-
nas aeruginosa [5, 66]. Poczatkowo azurynie przy-

pisywano udzial w transporcie elektronow podczas
procesu denitryfikacji przeprowadzanej przez P. aeru-
ginosa. Jednak badania mutantow nie potwierdzily tej
hipotezy i obecnie przyjmuje sig, ze biatko to moze
funkcjonowac raczej jak modulator warunkow wyste-
pujacych w organizmie gospodarza zwiazanych z ak-
tywnoscia supresora nowotworowego p53 i ephrin/Eph,
bedacych komponentami $ciezek sygnalizacyjnych
[14]. Azuryna, jak rowniez rustycyjanina nalezaca do
tej samej rodziny bialek, jest zdolna do przedostania
si¢ do wnetrza komorek ssaczych i hamowania pro-
gresji cyklu komoérkowego lub indukcji apoptozy [94].
W przeciwienstwie do rustycyjaniny, azuryna znacznie
skuteczniej wnika do wngtrza komorek nowotworo-
wych niz do tych zdrowych. Za proces ten odpowie-
dzialna jest prawdopodobnie sktadajaca si¢ z 28 amino-
kwasow domena Azu 50-77 dziatajaca jako potencjalna
biatkowa domena PTD (Protein Transduction Domain)
umozliwiajaca przenoszenie biatek do wngtrza komorek
nowotworowych. Po internalizacji, azuryna formuje
kompleks z biatkiem p53, dzigki czemu wplywa na jego
stabilizacj¢ oraz powoduje wzrost wewnatrzkomorko-
wego poziomu p53, a w efekcie przyczynia si¢ do in-
dukcji apoptozy, badz zablokowania cyklu komorko-
wego w fazie G1, zaleznie od rodzaju komorek [5, 93].

Biatko p53 odgrywa istotna rolg w wielu procesach
komorkowych, tacznie z transkrypcja, naprawa DNA,
kontrola cyklu komérkowego oraz apoptoza. W uszko-
dzonych komoérkach p53 blokuje progresje cyklu ko-
morkowego i kieruje komodrki na droge apoptozy.
Zwigkszony poziom p53 wpltywa na wzmozona produ-
kcje biatek Bax, a w efekcie na wyplyw cytochromu c,
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ktorego czasteczki pobudzaja z kolei kaspazy, co
prowadzi do programowanej $mierci komorki [80].
W wielu ludzkich nowotworach p53 jest inaktywowa-
ny (przez onkogeny) badz zmutowany, dlatego tez od
lat poszukiwano sposobu na reaktywacje p53 w ko-
morkach nowotworowych, umozliwiajaca skierowanie
komorki na drogg apoptozy. Badania wykazaty, ze
azuryna taczy si¢ z N-terminalng domena (NTD) p53,
ktéra jest rowniez miejscem wiazania dla wielu onko-
genow, jak np. MDM2. Udokumentowano, ze azuryna
charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem do p53
niz MDM2, moze wigc aktywowaé p53 poprzez wy-
parcie onkogenu z miejsca wiagzania [5]. W badaniach
in vivo na myszach pozbawionych odpornosci stwier-
dzono promowana przez azuryng regresj¢ czerniaka
oraz raka piersi, bez obserwowanej toksycznosci czy
$mierci normalnych komoérek [80]. Badania przepro-
wadzone z wykorzystaniem komorek czerniaka linii
UISO-Mel-2 wykazaty zdolno§¢ azuryny do penetra-
cji do wnetrza komorek i indukcji apoptozy w komor-
kach zawierajacych p53; efektywno$¢ azuryny okazata
si¢ znacznie mniejsza w przypadku komorek nie eks-
prymujacych p53 (linia UISO-Mel-6). Podanie azury-
ny nagim myszom z przeszczepionym nowotworem
UISO-Mel-2 skutkowato regresja nowotworu bez po-
wodowania istotnej toksycznosci [76, 93].

Poczatkowo sadzono, Zze zastosowanie azuryny
w terapii antynowotworowej ograniczone jest do jej
zdolnos$ci do aktywacji zmutowanego badz inaktywo-
wanego p53 (a wigc do tych nowotworow, w ktorych
biatko to nie funkcjonuje prawidtowo); z biegiem
czasu odkryto jej udziat w hamowaniu takze $ciezki
sygnalizacyjnej ephrin/Eph, promujacej progresjg no-
wotworu [14]. Efryny oddziatuja na receptory zwia-
zane z kinaza tyrozyny nadeksprymowane na wielu
komoérkach nowotworowych [36]. Badania wykazaty
znaczne strukturalne podobienstwo migdzy azuryna
(i innymi biatkami z tej rodziny) i zewnatrzkomor-
kowa domena receptoréw Eph. Zwrdcono wigec uwa-
ge na mozliwos¢ wykorzystania tego bakteryjnego
biatka jako antagonisty zapobiegajacego wiazaniu
efryn do receptorow, a w rezultacie zatrzymania pro-
gresji guza poprzez zaburzenie $ciezki sygnalizacyj-
nej ephrin/Eph i zaburzenie neowaskularyzacji tkanki
nowotworowej, a w konsekwencji hamowania wzros-
tu guza [14, 86].

Azuryna i jej pochodne silnie wiaza si¢ z recepto-
rem EphB2, a takze z kilkoma receptorami typu Eph.
Badania z zastosowaniem syntetycznej krotszej formy
azuryny Azu96-113, przeprowadzone na kilku liniach
nowotworowych komoérek ludzkich, wykazaty reduk-
cje przezywania komorek glejaka linii LN-229 [14].
Jako ze wiele badan wskazuje na istotna rol¢ nad-
ekspresji EphB2 w proliferacji komoérek raka piersi,
a azuryna silnie wiaze si¢ z tym receptorem interferujac
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ze $ciezka ephrin/Eph, zaburzenie tego procesu moze,
przynajmniej w pewnym stopniu, przyczynia¢ si¢ do
opisanego juz wczesniej efektu indukcji $§mierci ko-
morkowej i obserwowanej in vivo u myszy regresji
raka piersi i czerniaka [14, 75, 92]. Powaznym proble-
mem zwigzanym z zastosowaniem azuryny, jak i in-
nych biatek z tej samej rodziny, jest pojawienie si¢
z czasem przeciwcial neutralizujacych, uniemozliwiaja-
cych skuteczna dlugotrwatq terapig. Dlatego tez istotne
jest stosowanie skroconych form azuryny lub synte-
tycznych peptydow, z zachowaniem domeny wiazacej
p53 lub receptor Eph, ktore to formy wywotuja staba
odpowiedz immunologiczna organizmu [14]. Obec-
nie prowadzone sa badania majace na celu doktadne
poznanie szczegdlow tworzenia kompleksu azuryny
z p53, mogace w przyszto$ci pomdc w opracowaniu
nowych strategii walki z rakiem.

4.2. NPI-0052

Innym badanym w ostatnich latach zwiazkiem
o potencjalnym zastosowaniu w terapii antynowotwo-
rowej jest produkowany przez oceaniczne bakterie
Salinotropa tropica NPI-0052, wykazujacy aktywno$¢é
inhibitora proteasomoéw [15]. Proteasomy odpowie-
dzialne sa . za degradacj¢ bialek w komorce, a zabu-
rzenia transdukcji sygnatu UPS (ubiquitin-proteasome
signaling) zwiazane sa z wieloma jednostkami choro-
bowymi. Dlatego tez inhibitory proteasoméw wydaja
si¢ obiecujacym czynnikiem terapeutycznym [16, 38].
Wykazano, ze NPI-0052 indukuje apoptozg komorek
szpiczaka mnogiego opornych na konwencjonalne
leczenie i terapig z uzyciem bortezomibu, bez znacza-
cego wplywu na zywotno$¢ normalnych limfocytow
[3, 16]. W badania in vivo na wszczepionych myszom
komoérkach szpiczaka mnogiego NPI-0052 byt dobrze
tolerowany, wplywal na przedtuzenie przezycia zwie-
rzat oraz obnizal czesto$¢ nawrotow choroby. Po-
dobna aktywno$¢ zwiazek ten prezentowat w przy-
padku komorek CLL oraz nowotworu okrgznicy [16].
Obecnie badanie antynowotworowych wlasciwosci
NPI-0052 znajduje si¢ w I fazie testow klinicznych [2].

5. Zastosowanie niemetylowanych bakteryjnych
dinukleotydow CpG, agonistow TLR9Y,
w terapiach antynowotworowych

Podrozdziat ten jedynie sygnalizuje mozliwosci te-
rapii antynowotworowych z uzyciem agonistow TLR9.

W organizmach krggowcow pierwsza lini¢ obrony
przeciwko infekcjom stanowi wrodzony uktad im-
munologiczny. Konserwowane struktury bakteryjne,
charakterystyczne dla duzych grup mikroorganizméw,
selektywnie rozpoznawane przez specyficzne recep-
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tory nosza nazwe wzorow molekularnych zwiazanych
z patogenami i okreslane sg skrotem PAMP (pathogen
associated molecular patterns), a wiazace je recep-
tory nazwano PRR (pattern recognition receptors).
Duza grupg tego typu receptorow stanowia receptory
TLR (Toll like receptors). Jak do tej pory zidenty-
fikowano ponad 10 klas ssaczych receptoréw TLR.
Dla wielu klas udato si¢ okresli¢ stymulujace je ligan-
dy. Stymulacja receptora zapoczatkowuje kaskade
sygnalizacyjna pobudzajaca komorki uktadu immu-
nologicznego gtéwnie do produkcji wielu cytokin
[40]. Z punktu widzenia terapii antynowotworowych
najistotniejsze znaczenie maja receptory TLRY, dla
ktorych ligandem jest DNA zawierajacy metylowane
motywy CpG. Receptory TLR9 zlokalizowane sa
w fagoendosomach gltownie komoérek prezentuja-
cych antygen, takich jak np. komoérki dendrytyczne.
Umozliwia to receptorom rozpoznanie bakteryjnego
DNA obecnego w tych strukturach po degradacji mi-
kroorganizmoéw [19, 84]. Juz od poczatkow XX wieku
zauwazono, ze zastosowanie pratkéw BCG daje po-
zytywne rezultaty w terapiach niektorych chordb
nowotworowych. Aktywnym czynnikiem stymuluja-
cym uklad immunologiczny w tego typu terapiach,
sprzezonych czesto z innymi strategiami leczniczy-
mi, jest bakteryjny DNA. Pozytywne rezultaty osiaga-
ne sa gldownie w leczeniu powierzchniowego raka
pecherza moczowego.

W celach terapeutycznych stosowane sa obecnie
syntetyzowane sztucznie oligodeoksynukleotydy (CpG
ODN), zawierajace rozna liczbe¢ motywow CpG
i oporne na dziatanie nukleaz. Wykorzystywane sa one
zaro6wno jako adiuwanty w szczepionkach antybak-
teryjnych, jak i terapeutycznych szczepionkach anty-
nowotworowych Opracowano juz wiele klas CpG
ODN o réznej budowie i wlasciwosciach biolo-
gicznych, jak rowniez wiele strategii dostarczania
ich do organizmu cztowieka lub zwierzat razem z kon-
kretnym antygenem [54, 55]. CpG ODN stymuluja
gtéwnie wrodzona odpowiedz immunologiczna cha-
rakteryzujaca si¢ wydzielaniem cytokin i chemokin
grupy Th-1 przez limfocyty B i komorki dendry-
tyczne [19]. Jak dotad wiele doswiadczen wykonano
na mysim modelu zwierzgcym. Jednak odnoszenie
otrzymanych danych do terapii ludzi jest raczej nie-
wlasciwe ze wzgledu na odmienna lokalizacjg i r6z-
nice w funkcjonowaniu receptorow TLR9 u ludzi
i myszy. Onkologiczne testy kliniczne z zastosowa-
niem agonistow TLR9 oraz ich wyniki omoéwione
sa doktadnie w kilku pracach przegladowych migdzy
innymi autorstwa A.M. Kriega [54]. Obiecu-
jace dane uzyskano w niektorych testach klinicz-
nych wskazujacna synergistyczne dziatanie chemio-
terapii 1 stymulatorow uktadu immunologicznego
takich jak CpG ODN.
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6. Podsumowanie

Choroby nowotworowe to jedna z gtéwnych przy-
czyn zgondéw na $wiecie. Pomimo zidentyfikowania na
poziomie molekularnym wielu potencjalnych miejsc
dzialania, gdzie odbywa si¢ walka z rakiem, nadal
istotnym problemem pozostaje kwestia wybiorczego
dziatania czasteczek terapeutycznych na komorki
nowotworowe. Zintensyfikowane w ostatnich latach
badania dotyczace zastosowania produktéw mikro-
organizmoéw w terapiach antynowotworowych powin-
ny przyspieszy¢ opracowywania nowych terapii anty-
nowotworowych poprzez umozliwienie selektywnego
dziatania tych czasteczek na komoérki rakowe. Wiele
z opisanych w niniejszej pracy produktow pochodza-
cych od mikroorganizméw znajduje si¢ obecnie w ro6z-
nych fazach badan klinicznych, jednocze$nie wciaz
poszukiwane i testowane sa ich zmodyfikowane wer-
sje, ktore cechowataby wigksza skutecznosc czy obni-
zona toksyczno$¢ dla catego organizmu. Badania nad
zastosowaniem azuryny oraz NPI-0052 znajduja si¢
obecnie w I fazie badan klinicznych. Jak do tej pory
jedyna zatwierdzong przez FDA immunotoksyna jest
Ontak, stosowany w leczeniu chtoniakow skory T-ko-
morkowych (CTCL). Badania nad zastosowaniem
kilku kolejnych immunotoksyn, jak LMB-2 i BL22
daja dos$¢ obiecujace wyniki, jednoczesnie testom
przedklinicznym poddawanych jest wiele innych zmo-
dyfikowanych wersji immunotoksyn bazujacych na
toksynie dyfterytu badz egzotoksynie A P aerugi-
nosa. Dobre rezultaty uzyskiwano z zastosowaniem
atenuowanej toksyny waglika w testach na myszach,
dlatego kolejnym krokiem bedzie zapewne poddanie
jej badaniom klinicznym.
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