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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Jednym z najwigkszych wyzwan wspoélczesnej onkologii jest dostarczanie lekow selektywnie do
komorek nowotworowych lub §rédblonka naczyn guza. Mozna w tym celu zastosowac peptydy
wiazace okreslone molekuly wystepujace na tych komérkach. Metoda najczesciej stosowana do ich
otrzymywania jest phage display. Uzyskane dzigki niej peptydy moga wywierac dzialanie przeciw-
nowotworowe dzigki hamowaniu angiogenezy, zmniejszaniu aktywnoSci metastatycznej nowo-
tworu czy blokowaniu enzymoéw, ktérych aktywnos¢ jest niezbedna w progresji guza. Znalazly one
réwniez zastosowanie jako skladniki szczepionek przeciwnowotworowych oraz no$niki ,,dostar-
czajace” do nowotworu cytokiny, chemioterapeutyki i oligonukleotydy antysensowne. Metoda
phage display umozliwia tez uzyskanie rekombinowanych przeciwcial o dziataniu przeciwnowo-
tworowym. Najczesciej sa one stosowane w formacie scFv. Do czasteczek scFv mozna réwniez
wprowadzac okreslone zmiany w celu zwiekszenia ich powinowactwa i zachlannosci oraz Iaczyc¢ je
z molekulami indukujacymi przeciwnowotworowe funkgcje efektorowe.

phage display * terapia przeciwnowotworowa ¢ peptydy * rekombinowane przeciwciata * scFv

Summary

One of the biggest challenges facing modern oncology is that of delivering drugs selectively to
cancer cells and tumor endothelial cells. To achieve this goal, one can use peptides binding cer-
tain molecules on these cells. The most often used method of creating such peptides is phage dis-
play. Peptides obtained from phage display technology can exert anti-cancer effect by inhibiting
angiogenesis, decreasing tumor metastatic activity, or inhibiting enzymes important for neoplas-
tic cell spread. They can also be used as components of anti-tumor vaccines or vehicles delivering
cytokines, chemotherapeutics, or anti-sense oligonucleotides to tumors. Phage display technolo-
gy has also enabled the development of anti-cancer recombinant antibodies, most often used as
scFv molecules. ScFv-s can be further modified to increase their affinity and avidity. They can also
be conjugated with molecules inducing different anti-cancer effector functions.
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Wykaz stosowanych skrotow:

BF — bakteriofagi, CDR3 — region determinujacy dopasowanie 3 (complementarity determining region 3), Fab — fragment wigzacy antygen (fragment
antigen binding), FDA — Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration), VEGF — czynnik wzrostowy $rédbtonka naczyniowego (vascu-
lar endothelial growth factor), VEGFR — receptor czynnika wzrostu $rodbfonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor receptor), FGF2 — czyn-
nik wzrostowy fibroblastow 2 (fibroblast growth factor 2), IL-12 — interleukina 12 (interleukin - 12), PDP — peptydy uzyskane metodg phage display
(phage display peptides), MAPK — kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen (mitogen-activated protein kinase), MMP — metaloproteinazy macierzy
(matrix metaloproteinases), MT-SP1 — btonowa proteaza serynowa 1 (membrane-type serine protease 1), PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (poly-
merase chain reaction), PM — przeciwciato monoklonalne, seFv — jednofancuchowy fragment Fv (single-chain Fv), SCID — cigzki ztozony niedobor
odpornosci (severe combined immunodeficiency syndrome), TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta), TNF-o. —
czynnik martwicy nowotworu alfa (tumor necrosis factor alpha), {TF — skrocona forma czynnika tkankowego (truncated tissue factor), VH — czg$¢ zmi-
enna fancucha ciezkiego (heavy-chain variable region), VL — czg$¢ zmienna fancucha lekkiego (light-chain variable region)

WSsTEP

Dla zwigkszenia skutecznosci terapii onkologicznej
podstawowe znaczenie ma dostarczanie Srodkow tera-
peutycznych bezposrednio do komdrek nowotwo-
rowych lub naczyn guza [26]. Molekutami umozliwia-
jacymi selektywne oddzialywanie na okreSlone cele w
komorkach nowotworowych sa przeciwciata monoklo-
nalne (PM). Jak dotad FDA (Food and Drug Admi-
nistration) zatwierdzita do stosowania w onkologii
pig¢ PM: Rituximab, Trastuzumab, Gemtuzumab
ozogamicin, Alemtuzumab i Ibritumomab tiuxetun;
wiele nastepnych znajduje si¢ w trzeciej fazie badan
Kklinicznych [57].

Przeciwciala monoklonalne maja niestety kilka wad
znacznie ograniczajacych ich skutecznos¢ terapeutyczna:

1) wigkszo§¢ z nich jest pochodzenia mysiego, co
indukuje odpowiedz humoralng (najczesciej
skierowana przeciw regionom stalym przeciw-
ciala, rzadziej antyidiotypowa),

2) wolny klirens osoczowy implikujacy zwigkszong
ekspozycje zdrowych narzadOw i ograniczajacy
liczbe PM dostarczonych do nowotworu [5],

3) wielko$¢ czasteczki limitujaca odpowiednia dys-
trybucje w obrebie guza,

4) nieswoiste pobieranie przez ukfad retikuloen-
dotelialny watroby, §ledziony i szpiku [1].

W tym kontekscie ciekawa alternatywe dla PM moga
stanowi¢ peptydy wigzace komorki nowotworowe lub
komorki §rodbtonka [1] oraz rekombinowane przeciw-
ciala w formacie scFv i Fab [30]. Najczesciej stosowana
metoda ich uzyskiwania jest technologia phage display
[1,21].

METODA PHAGE DISPLAY

Istota metody phage display jest wprowadzenie do
genomu faga filamentowego okreslonej sekwencji
DNA, co prowadzi do ekspresji kodowanego przez nia
peptydu na powierzchni faga. Punktem wyj$cia do roz-

woju technologii phage display byta praca Smitha [54],
ktory sklonowal fragment sekwencji bakteryjnej
endonukleazy EcoRI w §rodku genu kodujacego biatko
kapsydowe plII faga filamentowego f1 i wykazal, ze:

1) bialko fuzyjne pIII*EcoRI jest wbudowywane w
obreb wirionu,

2) fag czgsciowo zachowuje infekcyjnosé,

3) Eco RI prezentowane przez faga zachowuje
pierwotng immunogenno$¢,4) fag taki moze by¢
wyizolowany spoSrdd innych za pomoca przeciw-
ciala wigzacego EcoRI.

W kolejnej pracy zaproponowano dwie wazne mody-
fikacje umozliwiajace stworzenie biblioteki epitopow
prezentowanych przez faga:

1) miejsce klonowania przesunieto w obreb sekwen-
cji kodujacej N-koniec pIIl, co umozliwito przy-
wrocenie pelnej infekeyjnosci faga,

2) zastosowano fagi fd-tet zawierajace segment
transpozonu Tn10, kodujacy oporno$¢ na tetra-
cykling, co ufatwito kontrole propagacji fagéw
iumozliwilo ich mianowanie w jednostkach trans-
dukujacych oporno$¢ na tetracykline.

Stosujac biotynylowane przeciwciata wyizolowano
reaktywnego faga sposrod 108 fagdw typu dzikiego [42].

Wkroétce potem utworzono pierwsze bakteriofagowe
biblioteki randomizowanych peptydow [52, 13, 12].

Dzieki zastosowaniu bibliotek fagowych mozna zidenty-
fikowac peptyd stanowiacy ligand okreslonej molekuly.
Selekcja obejmuje trzy giéwne etapy:

1) inkubacja biblioteki fagowej z dang czasteczka
(tzw. panning),

2) usuniecie fagéw niezwiazanych,

3) amplifikacja fagdbw wiazacych okreslong czasteczke
w komorkach E.coli. Sekwencje aminokwasow w
peptydzie okreSla si¢ dzigki sekwencjonowaniu
DNA faga [23].
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PEPTYDY UZYSKANE DZIEKI METODZIE PHAGE DISPLAY

Dzigki zastosowaniu metody phage display zidentyfi-
kowano peptydy selektywnie wiazace Srodblonek w
fozyskach naczyniowych réznych narzadéw myszy [43, 47],
cziowieka [3] oraz naczyi nowotworowych [49, 50]. Uzyska-
no np. cykliczny nonapeptyd selektywnie wigzacy
naczynia gruczolu sutkowego myszy — w tkance prawi-
diowej, hiperplastycznej oraz w obrebie raka sutka.
Peptyd ten, po potaczeniu z lekiem przeciwnowotwo-
rowym, moze w przysztosci postuzyé do leczenia
stan6w przednowotworowych w obrebie gruczotu lub
weczesnych postaci raka sutka [15].

Uzyskane dzicki metodzie phage display peptydy
(PDP) wiazace komorki nowotworowe lub komarki
Srodbtonka moga same wywieraé dziatanie przeciw-
nowotworowe albo “dostarcza¢” do guza inne $rodki
terapeutyczne.

PDP o dzialaniu przeciwnowotworowym

PDP mozna zastosowaé w celu zablokowania angio-
genezy nowotworowej. Najwazniejszym czynnikiem o
dzialaniu proangiogennym jest VEGF (vascular
endothelial growth factor). Zidentyfikowano dwa
receptory VEGF: VEGFR1 oraz, zdecydowanie
wazniejszy w procesie angiogenezy, VEGFR2. Zatem,
zablokowanie interakcji migdzy VEGF i VEGFR2
jest obiecujaca metoda hamowania angiogenezy [7].
I tak, peptyd K237 swoiscie wigzacy domen¢ zewnatrz-
komoérkowg VEGFR?2 in vitro blokowat wigzanie roz-
puszczalnej postaci VEGFR2 do VEGF i zmniejszat
VEGF-zalezng proliferacj¢ komdrek srodbtonka zyly
pepowinowej o ponad 90%. K237 hamowal réwniez
angiogeneze in vivo, a u myszy scid z ksenogenicznym
rakiem sutka zmniejszyl mas¢ guza o 70% oraz zredu-
kowat liczb¢ przerzutéw w plucach o 53% po podaniu
miejscowym [18]. Podobnie heptapeptyd V1, wyizolo-
wany z biblioteki fagowej z uzyciem PM przeciw
VEGF, catkowicie zahamowal stymulujacy wplyw
VEGF na angiogeneze in vivo [7].

PDP moga réwniez znalez¢ zastosowanie w leczeniu
przerzutdw nowotworowych. Wykorzysta¢ tu mozna
peptydomimetyki weglowodanéw bioracych udzial w
powstawaniu przerzutow (peptydy takie mozna wy-
izolowac¢ z bibliotek fagowych za pomoca PM wiaza-
cych okreSlony sacharyd [25], [16]). Jednym z weglo-
wodanéw najwazniejszych w powstawaniu przerzutoéw
jest sjalizowany Lewis X. Wystepuje on na powierzch-
ni komorek réznych nowotworéw wywodzacych si¢ z
tkanki nabtonkowej; jego interakcja z selektynami
umozliwia adhezje komoérek nowotworowych do
Srodbtonka. Peptydomimetyk sjalizowanego Lewis X

blokowat jego wiazanie do selektyny E, P i L oraz
adhezje komoérek nowotworowych do selektyny E in
vitro. In vivo, peptyd znamiennie zmniejszal liczbe
przerzutéw syngenicznego czerniaka w plucach myszy
C57BL/6 oraz przerzutéw ksenogenicznego gruczo-
lakoraka ptuca u myszy nagich po podaniu dozylnym
[16]. Rowniez zastosowanie peptydomimetykow gan-
gliozydu GD1, ktérego czgs$¢ weglowodanowa umozli-
wia powstawanie przerzutoéw chtoniaka RAW117-H10
u myszy, pozwolito na zmniejszenie masy przerzutéw
w plucach o 100%, w watrobie o0 91%, a w §ledzionie o
48,8% [25].

Peptydomimetyki okre$lonych antygenéw weglowo-
danowych (tzw. mimotopy) moga by¢ rowniez uzyte do
tworzenia szczepionek przeciwnowotworowych [37].
Zastosowanie weglowodandw w takich szczepionkach
napotyka na wiele trudnosci, poniewaz weglowodany
sa trudne do uzyskania w duzej ilosci i przewaznie s3
antygenami T-niezaleznymi, indukuja jedynie krotko-
trwala odpowiedz humoralna [27]. Jednym ze sposo-
béw na ominigcie tych trudnosci jest zastosowanie
mimotopdw. I tak, oktapeptyd odpowiadajacy jedne-
mu z epitopéw antygenu weglowodanowego Lewis Y
indukowat swoista dla tego epitopu odpowiedz humo-
ralng u krélika i myszy. Mysie przeciwciala uzyskane
dzigki immunizacji mimotopem wigzaly zaréwno
rekombinowana, jak i natywna posta¢ Lewis Y w ko-
morkach nowotworowych [34]. Surowica krélika immu-
nizowanego innym mimotopem znamiennie hamowala
rozwdj ksenogenicznego widkniakomiesaka oraz zmniej-
szata wielkos¢ przerzutéw w ptucach u myszy nagich [44].

Kieber-Emmons i wsp. [26] zastosowali w charakterze
mimotopow polipeptydy, ktorych sekwencja obejmuje
tandemowe powtOrzenia tripeptydéw “imitujacych”
epitopy réznych weglowodandéw (powtdrzenia tande-
mowe danego mimotopu maja indukowa¢ silniejsza
odpowiedz humoralng oraz lepiej odpowiada¢ natyw-
nym konfiguracjom nowotworowych antygenéw
weglowodanowych). Immunizacja myszy Balb/c poli-
peptydami, poprzedzajaca podskorne podanie komo-
rek syngenicznego migsaka, znamiennie przediuzyla
okres przezycia myszy.

Bardzo ciekawym pomystem terapeutycznym jest za-
stosowanie tzw. peptocial. Peptocialo jest to biatko
fuzyjne, w ktérym okreSlony peptyd determinujacy
swoisto$§¢ wigzania jest polaczony z pentameryczna
domeng biatka macierzy tkanki chrzestnej (struktura
homopentameryczna zwicksza zachtanno$¢ biatka)
[56]. Do syntezy peptocial zastosowano heksapeptydy
selektywnie wigzace ErbB2. Wszystkie trzy peptociala
wigzaly rekombinowana postaé domeny zewnatrz-
komorkowej ErbB2 oraz komorki raka sutka SK-BR-3
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(linia o duzej ekspresji ErbB2), natomiast nie wigzaly
komorek nowotworowych ErbB2 — ujemnych. Peptociala
znacznie hamowaly proliferacje komorek SK-BR-3 in
vitro w stezeniu 0,28 uM prawdopodobnie wskutek
blokowania dimeryzacji ErbB2 lub dziatania cz¢$cio-
WO agonistycznego wywieranego na ten receptor (w
przypadku samych heksapeptyddéw w celu osiagniecia
poréwnywalnego dzialania niezbedne bylo znacznie
wicksze ich stezenie — 70 uM). Peptociala powinny
bardziej selektywnie od PM wigza¢ komorki nowotwo-
rowe z nadekspresja ErbB2 w poréwnaniu ze zdrowy-
mi komoérkami, gdyz wymagaja wickszej gestosci
receptordéw na powierzchni komorki [20].

PDP moga réwniez znalez¢ zastosowanie jako inhibi-
tory okreS§lonych enzyméw, ktorych aktywnosé
umozliwia progresje nowotworu. I tak, Koivunen i
wsp. [28] uzyskali dwa cykliczne dekapeptydy selekty-
whnie blokujace aktywno$¢ niektorych metaloproteinaz
macierzy — MMP (jest to rodzina enzyméw bioracych
udzial w naciekaniu tkanek przez komoérki nowo-
tworowe, w angiogenezie i powstawaniu przerzutow).
Peptydy te silnie blokowaly aktywno§¢ MMP-9 i
MMP-2 nie wywierajac zadnego wplywu na aktywnos¢
katalityczna trypsyny 2, elastazy neutrofilowej, katep-
syny G, oraz innych enzymoéw z rodziny MMP (ma to
istotne znaczenie, poniewaz nieswoiste inhibitory
MMP wywoluja powazne objawy niepozadane w cza-
sie terapii przeciwnowotworowej). In vitro, dekapepty-
dy blokowaly migracje komorek czterech réznych linii
nowotworowych oraz komdrek §rédbtonka. U myszy
bezgrasicznych znacznie hamowaly wzrost migsaka
Kaposiego i catkowicie blokowaly rozwoj raka sutka i
raka jajnika [28].

PDP moga by¢ tez ligandami okreSlonych receptorow
komorek nowotworowych, ktérych pobudzenie indukuje
apoptoze lub w inny sposdb hamuje proliferacje
komorek. I tak, peptydy selektywnie wiazace blonowy
receptor immunoglobulinowy IgM A w komorkach
chioniaka Burkitta w postaci tetramerycznej induko-
waly swoiste dla tych komorek dziatanie cytotoksyczne
dzigki krzyzowemu wigzaniu receptoréw. Roéwniez
tandemowa posta¢ jednego z peptyddéw (utworzona
przez dwa monomery zespolone 6 resztami glicynowy-
mi) oraz posta¢ dimeryczna stabilizowana wigzaniem
dwusiarczkowym dzialaly swoiScie cytotoksycznie na
komorki chloniaka [48].

Koolpe i wsp. [29] zastosowali natomiast 12-aminokwa-
sowy peptyd YSA, bedacy selektywnym agonista receptora
EphA2 (zwigkszona ekspresje tego receptora stwierdza
si¢ w roznych nowotworach oraz w naczyniach nowotwo-
rowych). Peptyd ten moze hamowaé proliferacje ko-
morek nowotworowych, poniewaz aktywacja receptora
EphA2 zmniejsza aktywnos¢ kinazy MAP.

Koniugaty PDP
Biatka chimeryczne

Wykazano, ze potaczenie TNF-a z peptydem “kierujacym”
do $rédblonka naczyh nowotworowych 12-15 razy
zwicksza dziatanie przeciwnowotworowe tej cytokiny u
myszy po podaniu dootrzewnowym. Dzigki potaczeniu z
peptydem mozliwe jest zatem obnizenie dawki TNF-o w
celu uzyskania takiego samego efektu terapeutycznego. Jest
to bardzo wazne, poniewaz kliniczne zasto-sowanie TNF-o
jest obecnie ograniczone do podawania miejscowego, ze
wzgledu na znaczna toksycznosc tej cytokiny [11].

Koniugat ztozony z proapoptotycznego peptydu oraz
PDP wigzacego Srodblonek naczyn nowotworowych in
vitro dziatat o wiele bardziej cytotoksycznie na komorki
miesaka Kaposiego od ekwimolarnej mieszaniny
niezwigzanych peptydéw. U myszy nagich z kseno-
genicznym rakiem sutka koniugat w sposdb znamienny
zwalnial rozwdj guza, wydluzal czas przezycia i
zmniejszat liczbg przerzutéw po podaniu dozylnym. Co
wiecej, nie dzialal on toksycznie nawet po stosowaniu
przez 3 miesiace [14].

Chemioterapia

Jednym z najczeéciej stosowanych lekéw przeciwnowo-
tworowych jest doksorubicyna. Wykazano, ze koniugaty
doksorubicyny z peptydem “kierujacym” do naczyn
nowotworowych w wiekszym stopniu hamowaly rozwdj
guza, zmniejszaly liczbe przerzutéw i wydtuzaly czas
przezycia myszy nagich niz sama doksorubicyna.
Ponadto koniugaty takie byly mniej toksyczne dla
watroby i serca [2].

Oligonukleotydy antysensowne

Heptapeptyd selektywnie wiazacy komorki raka sutka
po polaczeniu przez mostek dwusiarczkowy z
oligonukleotydami antysensownymi przeciw ErbB2 w
stezeniu 0,5 uM, w sposdb znamienny zmniejszal
ekspresje genu ErbB2 w komdrkach nowotworowych
in vitro (ilo§¢ produktu biatkowego genu zostata zre-
dukowana o 60%). Natomiast ani sam peptyd, ani
oligonukleotydy antysensowne nie wplywaly w sposob
znamienny na ekspresje genu ErbB2 [53].

Liposomy

Wykazano, ze liposomy zawierajace adriamycyng z
wbudowanym pentapeptydem wiazacym Srodbtonek
naczyn nowotworowych, silniej hamowaly wzrost
dwoch réznych nowotwordw u myszy Balb/c niz lipo-
somy z adriamycyna pozbawione pentapeptydu i sama
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adriamycyna [41]. Dzieki modyfikacji liposomow
peptydem ogodlna ilo§¢ dostarczonego do guza
chemioterapeutyku jest tylko nieznacznie wigksza,
wiec prawdopodobnie efektywniejsze dziatanie przeciw-
nowotworowe zalezy od dostarczenia wigkszej iloSci
leku bezposrednio do komoérek $srodblonka naczyn
nowotworowych [4].

Terapia genowa

Jednym z najwazniejszych probleméw ograniczajacych
skuteczno$¢ terapii genowej jest mata selektywnosé
wektoréow. Mozna ja zwiekszy¢ dzieki zastosowaniu li-
gandéw wigzacych komorki nowotworowe. Jednym z
nich jest FGF2 wigzacy komorki nowotworowe oraz
komorki §rodblonka w naczyniach guzéw. Ma on
jednak powazne wady ograniczajace mozliwo$¢ zasto-
sowania w terapii genowej (dzialanie mitogenne, mafa
stabilno$¢ w osoczu, wigzanie heparyn i bialek osocza).
Zaproponowano zatem zastosowanie heptapeptydu
selektywnie wiazacego receptor FGF2, lecz niedzia-
fajacego mitogennie. Wykazano, ze dodanie takiego
peptydu do kompleksu poli-L-lizyna-DNA plazmidowe
umozliwito uzyskanie prawie 40-krotnie wickszej ekspresji
badanego transgenu w komoérkach czerniaka i 20-krotnie
wigkszej w embrionalnych retinoblastach in vitro [35].

Bardzo istotne jest, ze PDP moga dostawac si¢ do
jader komdérek nowotworowych, komérek §rodbionka
naczyn krwionos$nych [45] i limfatycznych [31] w
obrebie nowotworu. Takie peptydy moga stanowi
bardzo dobry wektor dla lekdéw przeciwnowotwo-
rowych dziatajacych w jadrze komoérkowym [31].

REKOMBINOWANE PRZECIWCIALA UZYSKANE DZIEKI
METODZIE PHAGE DISPLAY

Najmniejsza czgécia przeciwciala zachowujaca wyj-
Sciowa swoisto$¢ wigzania jest fragment Fv stanowiacy
polaczenie domen zmiennych tancucha lekkiego (V,)
i cigzkiego (V,;). Oddzialywania hydrofobowe migdzy
takimi domenami nie s3g dostatecznie silne, dlatego
niezb¢dne jest kowalencyjne polgczenie V, i V.
Najczesciej stosuje sie w tym celu peptydowy tacznik
dtugosci 15-20 aminokwasOw, a otrzymana czasteczka
to scFv (single-chain Fv, w polskim pi§miennictwie -
jednotancuchowe fragmenty Fv lub przeciwciala z jed-
nego fancucha). V, i V|, moga tez byC zlaczone
wigzaniem dwusiarczkowym. Fragmenty Fab natomiast
sktadaja si¢ z calego fancucha lekkiego L i taficucha Fd
(sa one stosowane rzadziej niz scFv) [8].

Obecnie najczgsciej stosowana metoda umozliwiajaca
selekcje rekombinowanych fragmentéw przeciwcial in
vitro jest phage display [21], [30]. W celu tworzenia

bibliotek rekombinowanych przeciwcial klonuje si¢
wiele r6znorodnych genéw kodujacych scFv badz Fab
w wektorze fagowym lub fagmidowym, tak ze
odpowiednie biatko prezentowane jest na powierzchni
faga; pozadane przeciwciato izoluje si¢ na podstawie
powinowactwa do okre§lonego antygenu [30].
Wyrodznia si¢ dwa gléwne rodzaje bibliotek: dziewicze
i immunizowane. W bibliotekach dziewiczych geny
czesci zmiennych przeciwcial uzyskuje si¢ z obwo-
dowych limfocytéw B (szczegblnym ich rodzajem sa
biblioteki syntetyczne, powstale przy zastosowaniu
metody PCR i zdegenerowanych primeréw w celu
zréznicowania sekwencji $cisle okreslonych fragmen-
tow przeciwcial — najczesciej CDR3). W bibliotekach
immunizowanych geny te pochodza od myszy immuni-
zowanych odpowiednim antygenem [8].

Rekombinowane przeciwciala w postaci scFv i Fab
moga, podobnie jak PDP, same dziata¢ przeciwnowo-
tworowo. Zaproponowano roéwniez dalsze modyfi-
kacje ich czasteczek oraz tworzenie przeciwcial
bifunkcjonalnych.

Rekombinowane przeciwciala o dziataniu
przeciwnowotworowym

W ostatnich latach uzyskano bardzo wiele scFv i Fab
wiazacych rézne antygeny komoérek nowotworowych i
§rodblonka badz bialka wazne dla progresji nowo-
tworu. Przyktadem moze by¢ praca [58], opisujaca scFv
swoiscie wigzace VEGF - V65. V65 neutralizowato
VEGF-zalezna angiogeneze in vivo. Podawane do-
otrzewnowo myszom nagim znacznie hamowato wzrost
guzOw rozwijajacych si¢ z fibroblastow szczura trans-
fekowanych onkogenem H-ras (nadekspresja tego
onkogenu znacznie zwicksza syntez¢ VEGF).

Wykazano réwniez skuteczno$C terapii genowej z
uzyciem genu innego scFv blokujacego angiogeneze.
Doguzowe podanie odpowiedniego plazmidu w
znacznym stopniu zahamowalo progresje kseno-
genicznego wiokniakomiesaka u myszy nagich.

Dzigki zastosowaniu metody phage display mozna
rowniez uzyskac scFv bedace selektywnymi inhibitora-
mi okre§lonych enzyméw. I tak, Sun i wsp. [55] opisali
5 réznych scFv, wigzacych centrum aktywne blonowe;j
proteazy serynowej 1 (MT-SP1), ktorej aktywno§¢
proteolityczna ma podstawowe znaczenie w procesie
naciekania przez nowotwor zdrowych tkanek i po-
wstawania przerzutdw. Wszystkie scFv silnie i wysoce
selektywnie blokowaly aktywno$¢ MT-SP1.

Bardzo obiecujaca metoda terapeutyczna jest zasto-
sowanie tzw. intracial, czyli rekombinowanych przeciw-
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cial ulegajacych ekspresji we wnetrzu komorek.

Intraciata moga inaktywowac wigzane biatka przez
blokowanie ich naturalnych interakcji lub niedopu-
szczanie do przyjecia wlasciwej lokalizacji w obrebie
komorki. Bardzo trudno jest jednak uzyskac wtasciwa
konformacje intracial w cytoplazmie [8, 23].

ScFv nie jest jednak idealnym formatem rekombino-
wanego przeciwciala. Glowne jego wady sa nastepujace:

1. Niedostateczna zachtanno$¢ wskutek budowy
monomerycznej,

2. Zbytmata czasteczka (~ 30 kDa) i wynikajacy stad
zbyt szybki klirens osoczowy,

3. Zmniejszone w porOéwnaniu z PM powinowactwo
do danego antygenu.

W czasteczkach scFv wprowadza si¢ zatem okreslone
modyfikacje [21, §].

Modyfikacje czgsteczek scFv
Zwigkszanie powinowactwa scFv

Dzieki zastosowaniu réznych metod genetyki moleku-
larnej i odpowiedniej selekcji mozliwe jest wielokrotne
zwigkszenie powinowactwa scFv do okres§lonego anty-
genu [19]. Wykazano np., ze zwickszenie powinowactwa
scFv wiazacego domen¢ ED-B fibronektyny (swoisty
marker naczy nowotworowych) zwigksza jego akumu-
lacje w obrebie guza [59]. Jednak przeciwcialo o zbyt
duzym powinowactwie moze stabiej indukowa¢ pewne
funkcje efektorowe, np. cytotoksyczno$¢ komoérkowa
zalezna od przeciwciat [22].

Zwigkszanie zachtannosci scFv

W celu zwigkszenia zachtanno$ci monomeryczne scFv
faczy sie za pomoca bialkowych domen adhezyjnych
lub tacznikéw peptydowych tworzac dimery, trimery i
tetramery (dodatkowa zaleta zwigkszania walentnoSci
jest zwigkszenie wielkoSci czasteczki, a co za tym idzie
- zwolnienie klirensu osoczowego) [21, §].

Najprostsza postacia biwalentnego dimerycznego scFv
jest tzw. diacialo, w ktérym 5-aminokwasowy tacznik
mi¢dzy domenami Vi V, obu scFv uniemozliwia
liniowe pofaczenie si¢ domen V w pojedynczy modut
Fv i prowadzi do asocjacji dwoch czasteczek scFv.
Diaciata takie maja dwa miejsca wiazace antygen [21].
Szczegblna postacia diaciata jest diacialo biswoiste
(wiazace dwa rézne epitopy antygenowe). Nettelbeck

i wsp. [38] wykazali, ze biswoiste diacialo wigzace
endogling (sktadnik kompleksu receptora TGF-f o
zwickszonej ekspresji na komoérkach $rédblonka
naczyn nowotworowych) i jedno z bialek kapsydu ade-
nowirusa, szesciokrotnie zwigckszalo efektywnos¢
endoglinozaleznej  adenowirusowej  transdukcji
komorek §rdédbtonka. Co wigcej, transdukcja komodrek
Srodblonka byla niezalezna od “naturalnego” recepto-
ra adenowirusowego, ktdrego obecnos¢ w wielu rodza-
jach komorek determinuje objawy niepozadane
zwigzane z adenowirusowa terapia genowa, a mala
ekspresja w komoérkach nowotworowych oraz komor-
kach §rodbtonka zmniejsza efektywno$¢ terapii.

Istnieja tez inne sposoby na potfaczenie dwdch scFv w
jedna czasteczke biswoista. Jedna z mozliwosci przed-
stawiona jest w pracy Mc Call i wsp. [35], ktoérzy zespo-
lili C6.5 (scFv przeciw HER2/neu) z scFv swoicie
wigzacym FcyRIII (NM3E2) 20-aminokwasowym
Tacznikiem. U myszy scid stwierdzono bardziej selek-
tywna retencje¢ biatka w obrebie guza w poréwnaniu
do zdrowych tkanek niz w przypadku samego C6.5.
Bialko biswoiste in vitro znacznie efektywniej stymu-
lowato leukocyty krwi obwodowej do lizy komorek
HER2/neu-dodatnich od mieszaniny nieztaczonych
NM3E2 i C6.5. Warto dodaé, ze C6.5*NM3E2 jest
pierwszym biswoistym scFv o catkowicie ludzkim
pochodzeniu.

Rekombinowane przeciwciala bifunkcjonalne

W rekombinowanych przeciwciatach bifunkcjonal-
nych scFv badz Fab, determinujace swoisto$¢ wiaza-
nia, potaczone jest z okreslong domena odpowiedzial-
na za dzialanie przeciwnowotworowe [21].

Nilsson i wsp. [40] potaczyli L 19 (scFv swoiscie
wiagzace domen¢ ED-B fibronektyny) ze skrocona
forma czynnika tkankowego (tTF). U myszy nagich po
podaniu  dozylnym scFv(L19)-tTF znamiennie
zahamowalo wzrost trzech réznych nowotwordw; w
przypadku migsaka FES8 po podaniu dozylnym jedynie
3 dawek stwierdzono catkowitg regresje guza u 30%
myszy (wyniki te sa tym bardziej zachgcajace, ze
migsak ten jest nowotworem opornym na tradycyjna
chemioterapi¢). Mechanizm dzialania scFv(L19)-tTF
polega na indukowaniu zakrzepicy selektywnie w naczy-
niach guza; u badanych myszy nie stwierdzono zadnych
zmian histopatologicznych w zdrowych narzadach.

Zaproponowano réwniez potaczenie L19 z domenami
p40 i p35 IL-12 (cytokina ta ma silne wilasciwosci
immunostymulujace i przeciwangiogenne, jednak jej
kliniczne zastosowanie znacznie ograniczaja objawy
toksyczne). U myszy immunokompetentnych 129Sv
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takie biatko fuzyjne znacznie silniej hamowalo wzrost
dwoch réznych rodzajow nowotwordw od samej IL-12,
nawet gdy dawka cytokiny byta dwudziestokrotnie
wicksza. Natomiast u myszy BALB/c IL-12-L19 cztero-
krotnie zmniejszylo mase przerzutow raka jelita grubego
w plucach w poréwnaniu do same;j cytokiny [17].

Chowdhury i wsp. [9] zastosowali rekombinowana
immunotoksyne stanowiaca polgczenie skroconej
postaci bakteryjnej egzotoksyny A oraz scFv przeciw
mezotelinie. Stwierdzono wysoce selektywne dzialanie
cytotoksyczne immunotoksyny in vitro na komorki
mezotelinododatnie. U myszy nagich trzy dozylne
dawki immunotoksyny spowodowaly regresj¢ guza.
Lorimer i wsp. [33] wykazali, ze immunotoksyny
zawierajace sFv moga dziata¢ bardziej cytotoksycznie
od dawniej stosowanych postaci, w ktorych toksyne
bakteryjna Iaczono z cala czasteczka PM.

Bardzo cennym $rodkiem terapeutycznym umozliwia-
jacym dostarczanie do wnetrza komorek lekow, toksyn,
czy DNA sa przeciwciala wigzace okreSlone receptory
i ulegajace receptorozaleznej endocytozie [46].

W celu uzyskania takich przeciwcial z bibliotek
fagowych zaproponowano polaczenie selekcji na
zywych komorkach majacych okre§lony receptor z
"odzyskiwaniem" internalizowanych BF z lizatow
komorkowych [6].

Dzigki zastosowaniu tej metody wyizolowano F5 —
scFv swoisScie wigzace ErbB2 i ulegajace ErbB2-
zaleznej endocytozie [46]. F5 zespolone z liposomami
zawierajacymi doksorubicyne zachowalo zdolnos¢

PiSMIENNICTWO

swoistej, receptorozaleznej endocytozy w komorkach
ErbB2-dodatnich. U myszy nagich immunoliposomy
podawane dozylnie indukowaly znamiennie wigksza
regresje nowotworu od liposoméw pozbawionych F5
(rak sutka BT474 z nadekspresja ErbB2) [39].

Liiwsp. [32] zaproponowali z kolei dwa r6zne sposo-
by wprowadzania za pomoca scFv egzogennego DNA
do komorek nowotworowych in vitro. W pierwszej
metodzie komorki SKBR3 transfekowano plazmi-
dowym DNA obejmujacym gen reporterowy lucyfe-
razy z uzyciem biatka fuzyjnego, bedacego potacze-
niem ML39 (scFv swoiécie wigzace ErbB2) i skroconej
postaci protaminy (aminokwasy 8-29); w drugiej nato-
miast zastosowano kompleksy zawierajace plazmidowe
DNA, protaming, ML39 oraz kationowy lipid Dotap.
Zaleta pierwszej metody jest znaczna selektywnos¢
transfekcji, ktorej ogoélna efektywnos¢ jest jednak
niewielka. W drugiej natomiast — zwiekszonej ogdlne;j
efektywnosci transfekcji towarzyszy zmniejszona selek-
tywnos$¢ (prawdopodobnie wskutek niedostatecznej
ekspresji ML39 na powierzchni kompleksu).

PoDSuUMOWANIE

Metoda phage display umozliwita uzyskanie wielu pepty-
déw oraz rekombinowanych przeciwcial selektywnie
wigzacych rozne antygeny komoérek nowotworowych i
§rodblonka naczyn guzéw. W licznych badaniach prze-
prowadzonych na modelach zwierzecych wykazaly one
bardzo znaczna aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Stwa-
rza to nadzieje na wprowadzenie w przysztosci do
onkologii klinicznej nowych §rodkéw terapeutycznych
wybidrczo niszczacych komorki nowotworowe.
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