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Antibodies and drug-carriers in targeted therapy - progress and
limitations

Summary

The paper addresses to problems of carriers and antibodies in targeted
therapy. Also the new material of liquid crystalline nature, designed for use as a
drug vehicle in the immune targeting technique is presented and its property is
discussed. Obtained by self-assembling, the ribbon-like supramolecular organi-
sation products of some azo-dyes, particularly including Congo red and Evans
blue, form micellar bodies of this carrier. They bind spontaneously and selec-
tively to immune complexes but not to free antibodies. The binding strongly en-
hances the antigen - antibody interaction. Micelles of the carrier composed of
self-assembled molecules easily incorporate many foreign substances including
drugs, favouring however those of possibly planar molecules. The excess of car-
rier leaves the organism rapidly through the urine tract, reducing the possible
side effects. The nature of chromonic liquid crystalline material is suitable for
many modifications and adapting elaboration.
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1. Wstep

Efektywnos$¢ farmakoterapii zalezy w sposéb istotny od lo-
kalnego stezenia leku i dtugosci czasu kontaktu z obiektem do-
celowym. Ogodlne, niespecyficzne dziatanie farmakoterapeutycz-
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ne staje sie niebezpieczne, jezeli stosowany lek jest toksyczny. Problem ten dotyczy
szczegOlnie terapii antynowotworowej.

Oczywiste jest zatem poszukiwanie sposobdw selektywnego dziatania na ko-
morke docelowg poprzez aktywacje procesow efektorowych uktadu odpornosci lub
toksyczne dziatanie miejscowe. Setektywne gromadzenie leku na wybranych komor-
kach stwarza mozliwos¢ podwyzszonej skutecznosci dziatania przy zredukowanych
niekorzystnych efektach ubocznych. Podstawowym warunkiem ukierunkowanego
dziatania terapeutycznego jest odrebno$¢ charakterystyki komorki docelowej (no-
wotworowej). Moze to by¢ specyfika cech fizycznych (np. wrazliwo$¢ termiczna),
wytwarzanie specyficznego dla danej komorki enzymu lub obecnos$¢ determinant
powierzchniowych odmiennych od innych komorek organizmu. Znane sg zmiany
ekspresji biatek i komponent cukrowcowych na powierzchni komorki, powstate
w wyniku transformacji nowotworowej i ztosliwienia. Nadajg one komorce pewng
odrebnos¢. Niestety odrebno$¢ ta nie jest w peini wykorzystana ani przez organizm
ani przez medycyne. Podstawowa przyczyng tego niepowodzenia jest bardzo duza
zmienno$¢ determinant powierzchniowych, zwigzana z nasilong mutagennoscig (1-4).
Réwniez znacznie zwykle zwigkszona ztuszczalnos¢ struktur powierzchniowych ko-
morki, a co za tym idzie, ich obecnos¢ w ptynach ustrojowych sprzyja immunotole-
rancji i neutralizacji lekoterapii.

Chociaz sprawnos¢ uktadu odpornosciowego w obronie antynowotworowej po-
zostawia wiete do zyczenia, przekonanie o rozpoznawaniu przez uktad immunolo-
giczny elementow obcych na komdrkach, ktére ulegty transformacji nowotworowej
jest jednak powszechne (5). Wiele antygendw o wysokim wspétczynniku specyficz-
nosci dla nowotwordéw jak CEA, alfafetoproteina, PSA, Her-2, determinanty antyidio-
typowe dla limfocytéw szpiczakowych i in. zostalty zidentyfikowane jednoznacznie.
Istnieje zatem uzasadnienie dla poszukiwan udoskonalonego sposobu wykorzysta-
nia przeciwciat zaréwno jako czynnikéw mobilizujacych naturalne mechanizmy efek-
torowe uktadu immunologicznego (forma aktywacyjna) jak i w roli wylacznie ele-
mentéw naprowadzajacych na cel w chemo- lub radioterapii (forma pasywna).

Proponowane rozwigzania techniczne sg jednak nadal odlegte od doskonatosci
przede wszystkim z powodu trudnos$ci wykorzystania przeciwciat ksenogenicznych
oraz wad uktadoéw nosnikowych dla lekdw. W artykule opisano rézne proby podej-
mowane dla ominiecia tych trudnosci, jako rezultat wtasnych badan przedstawiono
niektore wiasciwosci nowego uktadu nosnikowego o cechach ciektokrystalicznych
i mozliwosciach praktycznego wykorzystania.

2. Przeciwciata stosowane dla ttumienia proliferacji komdérek tub
indukcji proceséw cytotoksycznych

Trudno$é uzyskania przeciwciat ludzkich w ilosciach terapeutycznych powoduje,
ze medycyna w swoich wysitkach odwotuje sie do przeciwciat ksenogenicznych.
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Rys. 1. Przedstawione modelowo formy przeciwciat tworzonych sztucznie dla uzyskania zwigkszo-
nej mobilizacji zjawisk efektorowych: A i B - przeciwciata homodimeryczne; C - przeciwciato hetero-
dimeryczne (o réznej specyficznosci); D - przeciwciato chimeryczne. Po prawej stronie rysunku przed-
stawiono mechanizm kontrolowanego tworzenia dwusiarczkdw ((j)-S-S-(j) - DTNB [kwas 5.5-ditiobis{2-ni-
trobenzoesowy}]).

specyficznych dla okreSlonych determinant nowotvyorowych. Sg to z reguly prze-
ciwciata monoklonalne. Efektywno$¢ ich wykorzystania nie jest Jednak adekwatna
do oczekiwan. Ograniczenie wynika przede wszystkim z reakcji organizmu gospo-
darza na obce biatko. Pewne utrudnienie jest tez rezultatem monoklonalnej, wyso-
ko specyficznej natury przeciwciat. Niewielka gesto$¢ roztozenia determinant anty-
genowych wigzacych przeciwciata monoklonalne uniemozliwia tworzenie wiekszych
komplekséw immunologicznych zapewniajgcych ich odpowiednio wysokg trwato$¢
i warunkujgcych wyzwotenie aktywnosci efektorowej. Dlatego coraz czesciej poszu-
kuje sie okreslonych zestawOw przeciwciat o roznej specyficznosci, tzw. ,,koktajli”,
w miejsce stosowania przeciwciat jednospecyficznych. Uzyskania korzystnych efek-
téw terapeutycznych oczekuje sie nie tylko na drodze aktywacji mechanizméw
efektorowych ukfadu odpornosciowego, ale réwniez poprzez bezposredni wptyw
na samg komorke nowotworowsg (6). Zdecydowanie wieksza skuteczno$¢ osigga sie
jednak stosujac w miejsce niezaleznych przeciwciat ich sprzegniete pochodne, utat-
wiajgce agregacje determinant komorkowych. Stwierdzono na przykiad, ze agre-
gacja niektorych receptoréw powierzchniowych komdrek nowotworowych, w tym
CD19, C20, C21 spowodowana interakcjg z przeciwciatami moze doprowadzi¢ do
zatrzymania przejscia Go/Gi, albo wrecz do wyzwolenia procesu apoptozy w komor-
ce. Dla uzyskania tego efektu zastosowano sprzegniete kowalencyjnie przeciwciata
o tej samej specyficznosci (homodimery) (rys. | A, B) (7) wykazujgce mimo monospe-
cyficznodci znacznie wiekszg aktywnos$é antynowotworows niz przeciwciala dziatajace
indywidualnie. Wzmozong aktywnos$¢ antynowotworowg uzyskuje sie jednak gtow-
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nie przez tworzenie przeciwciat heterodimerycznych (przeciwciata bispecyficzne)
(rys. 1 C) (8). Mozna je uzyskaé na drodze chemicznej lub biologicznej (technikami
rekombinacyjnymi).

Bispecyficznos¢ przeciwciat pozwata na sprzeganie réznych determinant i recep-
toréw komorkowych, co moze indukowaé zmiane zachowan komorki tub proces
apoptozy (9). Zwieksza ona tez szanse aktywacji proceséw efektorowych, umozli-
wiajac bezposrednie tgczenie komoérek nowotworowych z komérkami efektorowy-
mi uktadu odpornosciowego. Podobng funkcje moga spetnia¢ réwniez przeciwciata
chimeryczne, a zatem takie, ktore majg zaznaczong niejednorodnos$é w obrebie po-
jedynczej czasteczki (rys. | D). Przeciwciata chimeryczne tworzone sg przez po-
faczenie jednowartosciowych potdwek (HL) réznych czasteczek immunoglobutin tub
przez kombinacje czesci statych i zmiennych czasteczki majacych rézne pochodze-
nie. Dla wydajnego tworzenia przeciwciat dimerycznych i chimer niezbedna jest
kontrola procesu tgczenia elementdéw biatkowych o réznym pochodzeniu. Chemicz-
nie jest to moztiwe przez uzbrajanie taczonych ze sobg elementéw biatkowych
w rozne, ale specyficznie reagujace ugrupowania. Technikami genetycznymi mozna
ten efekt uzyskaé poprzez tworzenie wspdlnego fancucha peptydowego taczacego
sktadowe elementy chimery. Zastosowana na poczatku lat osiemdziesigtych metoda
kontrolowanego sprzegania chemicznego pozwala na otrzymanie chimerycznych
pochodnych IgG poprzez tworzenie wigzan dwusiarczkowych (rys. | - strona pra-
wa) (10,11). Obecnie stosuje sie rowniez inne potaczenia chemiczne pozwatajace na
kontrolowanie przebiegu procesu, ale zasada mechanizmu musi by¢ zachowana, je-
$li proces tworzenia czasteczek chimerycznych ma byé kontrolowany.

Rozwoj technik inzynierii genetycznej pozwolit na uzyskiwanie wietu réznych
kombinacji chimerycznych, jednak syntetyzowane biatka lub ich fragmenty nadal
wymagajg chemicznego sprzegania, jezeli wyjsciowo nie tworza produktu jedno-
fancuchowego (9,12). Utrudnieniem na drodze niekontrolowanego procesu rekom-
binacji, ktéry ma na celu uzyskanie bispecyficznych i/lub chimerycznych pochod-
nych, jest bowiem niejednorodny produkt koricowy powstaty przez przypadkowe
faczenie sie bezposrednich produktéw syntezy.

Zasadniczg barierg w stosowaniu przeciwciat ksenogenicznych, zaréwno dia sty-
mulacji naturalnej odpowiedzi immunologicznej, jak réwniez wykorzystania czgste-
czek immunoglobulin lub ich pochodnych jako nosnikow w terapii pasywnej jest,
jak juz wspomniano, reakcja uktadu odpornosciowego gospodarza, ktéry rozpozna-
je biatko obcego pochodzenia. Wynikajaca stad trudnos¢ usituje sie omingé przez
stosowanie jak najmniejszych fragmentéw immunoglobulin, zachowujacych jednak
nadal zdolnos¢ do reakcji z antygenem (rys. 2) (9,13-17) oraz zblizenie sekwencji im-
munogennych fragmentéw immunoglobuliny ksenogenicznej do sekwencji immu-
noglobuliny ludzkiej przez mutacje kierowang (resurfacing) lub implantacje fragmen-
téw hiperzmiennych do domeny V cztowieka (18-21). Wreszcie bardzo ciekawe roz-
wiazanie wskazuje sie w badaniach, w ktérych podejmuje sie prébe zmniejszenia
rozpoznania immunogennych struktur przez ,.kamuflaz’ molekularny lub ttumienie
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Rys. 2. Immunoglobulina ksenogeniczna i jej reaktywne pochodne reprezentujgce stopniowe ogra-
niczenie ksenogenicznej materii biatka: A - immunoglobulina ksenogeniczna; B - Fab; C - Fv; D -
humanizowana immunoglobulina z ksenogenicznym fragmentem CDR w grupie czynnej; E - zmonto-
wany technika genetyczng piecioramienny biatkowy ,,uchwyt” dla peptydéw CDR.

odpowiedzi immunologicznej gospodarza podobnie jak czynig to komérki nowo-
tworowe (3,4,22). Ta niezmiernie ciekawa i obiecujgca technika wymaga jednak dal-
szych badan zanim osiaggnie niezbedng skutecznos¢. Sposréd rozwazanych, mozli-
wych sposobow zmniejszenia immunogennosci ksenogenicznych przeciwciat na obec-
nym etapie badan najczesciej wykorzystuje sie jednak ograniczanie obcego mate-
rialu biatkowego do niezbednych jedynie fragmentdéw reagujacych z antygenem
i odrzucanie pozostatych czesci czgsteczki, a przede wszystkim fragmentu Fc. Frag-
menty Fab i (Fab)2 mozna uzyska¢ wprawdzie na drodze proteolizy, jednak tradycyj-
ne metody chemiczne zastepowane sg coraz czesciej technikami inzynierii gene-
tycznej. Poprzez rekombinacje DNA mozliwe staje sie nawet tworzenie fragmentéw
biatkowych reagujacych specyficznie z antygenem, a ztozonych wylacznie z czesci
zmiennych immunoglobulin tzw. Fv (rys. 2 C, 3 A, 3 B). Pochodne te nie moga
wprawdzie wyzwoli¢ aktywnosci efektorowej, natomiast mogg modyfikowa¢ funk-
cje komorek poprzez sprzeganie receptoréw komorkowych. Moga tez by¢ wykorzy-
stane jako elementy naprowadzajgce w pasywnej terapii celowanej. Dla odzyskania
zdolnosci inicjowania proceséw efektorowych mozna je sprzegac z czescig statg po-
chodzaca z ludzkiej immunoglobuliny (rys. 3 C) (15).
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Rys. 3. Mono-, dwu- i wielowartosciowe pochodne immunoglobulin ksenogenicznych tworzone dla
celéw terapii: A - monowartosciowe fragmenty Fv immunoglobuliny ksenogenicznej; B - dwuwarto$-
ciowe pochodne homo- i heterospecyficzne; C - humanizowane przeciwciata homo- i heterospecyficzne.

Metody rekombinacji pozwalajg na dalsze ograniczenie materiatu biatkowego
obcego pochodzenia az do peptydu, stanowigcego jedynie fragment grupy czynnej,
z zachowaniem jednak specyficznosci wobec antygenu, tzw. CDR, ktéry zostaje
wbudowany do domeny zmiennej immunoglobuliny ludzkiej (rys. 2 D) (19,21,23).
Podejmuje sie réwniez préby montazu wielowartosciowych czasteczek pochodze-
nia nie immunoglobulinowego, uzbrojonych w peptydy CDR, ktére dzieki wielowar-
tosciowosci czgsteczki mogg tworzy¢ stabilne kompleksy pomimo ograniczonej po-
wierzchni specyficznego kontaktu (rys. 2 E) (24). Struktury takie moga mie¢ duze
znaczenie, jesli catos¢ (poza peptydami CDR) uda sie wytworzy¢ z materiatu biatko-
wego pochodzacego od cziowieka.
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3. Przeciwciata i nosniki w celowanej terapii pasywnej

Drugg, moze nawet bardziej budzacg nadzieje forma wykorzystania przeciwciat
w celach leczniczych jest terapia pasywna, tj. taka, w ktdrej przeciwciata sg jedynie
specyficznymi nosnikami leku, a nie induktorami naturalnej odpowiedzi immunolo-
gicznej. Oczekiwania dotyczg gtdwnie mozliwosci stosowania metod celowanej che-
mo- lub radioterapii (25), ktérym ukierunkowanie nadajg przeciwciata. W technice
tej przeciwciata moga stuzy¢ jako bezposredni nosnik leku (rys. 4 A) (26) lub funk-
cjonowac jako element nakierowujacy dla innego niespecyficznego nosnika. Nos$ni-
kiem najbardziej zaawansowanym w badaniach sg liposomy. Sg to tworzone sztucz-
nie mate kuliste pecherzyki, w ktorych ptynna zawarto$¢ ograniczona jest btong
zbudowang z fosfolipidéw (rys. 4 B) (27-29). Ukierunkowanie transportu jest mozli-
we dzieki zakotwiczonym w btonie przeciwciatom lub ich fragmentom. Mozliwosé
zakotwiczenia uzyskuje sie przez chemiczne przytgczenie niepolarnego fragmentu
do czasteczek specyficznych przeciwciat. Rozmiary tiposomdéw wahajg sie w grani-
cach 0,05-5 nm. Mozna je zatem potraktowac jako opakowanie dla transportowane-

Rys. 4. Nosniki stosowane w docelowym transporcie lekéw: A - humanizowana immunoglobulina;
B - uzbrojony w przeciwciata liposom (immunoliposom); C - micela wytworzona przez asocjacje syn-
tetycznych tancuchéw polimerycznych o strukturze amfifilowej (ztozonych z fragmentéw hydrofilowych
i hydrofobowych).
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go leku. Istotng zaletg liposoméw jest duza wydajno$é transportu umozliwiajaca
koncentracje leku na obiekcie docelowym.

Pomimo zalet, zastosowanie liposomow w praktyce jest nadal ograniczone do
préb. Istotng barierg w szerszym zastosowaniu liposomow jest niestabilno$¢ tych
struktur. Ma ona podtoze zaréwno fizyczne jak i biologiczne. Btona fosfotipidowa
jest strukturg potptynng o gestosci zblizonej w temperaturze ciala do gestosci roz-
topionej smoty. Ograniczenie wynika z matej odpornosci mechanicznej tej biony,
nie majacej w przeciwienistwie do btony komdrkowej odpowiedniej stabitizacji przez
biatka (np. typu spektryny) i kontaktu z cytoszkieletem. Problem stanowi zatem nie
tylko trwato$¢ po wprowadzeniu do organizmu, ale réwniez przechowywanie, a przede
wszystkim sterylizacja. Istotng przeszkodg w stosowaniu liposomow jest tez czyn-
nik biologiczny zwigzany w wychwytem liposomdw przez komérki uktadu siatecz-
kowo-$rodbtonkowego. Dotyczy to szczegoinie liposomow o wiekszym promieniu
(27).

W zwigzku z tymi utrudnieniami podejmuje sie wiele wysitkéw majacych na celu
zwiekszenie trwatosci bton tiposomalnych i zmniejszenie ich rozpoznawalnosci przez
komorki zerne. Stabilnos¢ bton mozna zwiekszy¢ podobnie jak czynig to komorki,
przez wprowadzenie cholesterolu, dotgczenie odpowiednich biatek lub ewentualnie
syntetycznych polimeréw. Niestety zwiekszenie trwatosci miceli ogranicza jedno-
czes$nie uwalnianie i wykorzystanie transportowanego leku.

Pomimo tych trudnosci, z liposomami wigze sie nadzieje na ich szersze zastoso-
wanie. Oprocz wysitkéw majacych na celu udoskonalenie typowych nosnikéw lipo-
somalnych podejmuje sie préby tworzenia struktur micelarnych, zbudowanych z tan-
cuchéw polimerycznych o cechach zwiazkéw amfifilowych, a zatem o podobnym do
fosfolipidéw strategicznym rozktadzie polarnosci, ktéry jest og6lnie charaktery-
styczny dla zwigzkéw powierzchniowo czynnych (rys. 4 C) (30,31).

Transportowane leki mozna rozpuszczac w niepolarnym jadrze miceli lub wigzac
bezposrednio do fragmentdéw polarnych. Opisane micele tego typu majg okoto 20 nm
Srednicy. Rozmiarami odpowiadajg dos¢ duzemu biatku. Mozna je uczyni¢ specy-
ficznymi przez przytaczenie przeciwciat. W zwigzku z wielkoscig czasteczek i cha-
rakterystyka chemiczng ani liposomy ani micele polimeryczne nie sg wydalane przez
nerki. Nadmiar podanego leku pozostaje w organizmie i wydalany jest po uwolnie-
niu z miceli.

Nowy kierunek poszukiwan zwiazany jest ze strukturami ciektokrystalicznymi
tworzacymi tasmowe zgrupowania micelarne (32-34). Struktury micelarne w roz-
tworach mydet jak réwniez btony komérkowe zbudowane z fosfolipidéw sg takze
zaliczane do uktadow ciektokrystalicznych, jednak wtasciwosci narzucone przez ich
struktury supramolekularne sg istotnie r6zne od tych, jakie reprezentujg micele tas-
mowe.

Struktury micelarne tworzone przez czasteczki fosfolipidéw, ktére maja we frag-
mencie polarnym zaréwno ugrupowania o tadunku ujemnym (reszta kwasu fosforo-
wego) jak i dodatnim (cholina) nie ulegajg istotnym odpychaniom przy asocjacji
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Rys. 5. Fragmenty réznych struktur micelarnych przedstawione w uktadzie modelowym; A - frag-
ment miceli kulistej; B - miceli ptytowej (btona fosfolipidowa); C - miceli taSmowej.

czasteczek. Umozliwiajg zatem tworzenie miceli ptytowych, co jest warunkiem po-
wstawania bton. Sity odpychajgce przy jednoimiennie natadowanych grupach polar-
nych wymuszajg powstawanie raczej miceli kulistych. Zaréwno piyty jak i micele ku-
liste majg powierzchnie polarng, podczas gdy fragmenty hydrofobowe zostajg scho-
wane do wnetrza (rys. 5 A i B). Zasocjowane i utozone w formie tasmy, symetryczne
czasteczki zwigzkow nalezacych do chromonicznych uktadoéw ciektokrystalicznych,
z ugrupowaniami fadunkowymi rozmieszczonymi biegunowo, nie moga schowaé
catkowicie wewnatrz miceli swoich fragmentéw hydrofobowych. W rezultacie $rod-
kowe pasmo taSmy o charakterze niepolarnym pozostaje w kontakcie ze srodowi-
skiem (rys. 5 C). Stad wynika zdolnos¢ do adhezji, ktorej nie wykazujg micelarne
struktury kuliste i ptytowe, a ktora jest przyczyna specyficznej reaktywnosci miceli
taSmowych, umozliwiajgcej m.in. tworzenie komplekséw z immunoglobulinami. je-
zeli czasteczki monomerdw sg wydtuzone i sztywne, a ponadto zbudowane z piers-
cieni aromatycznych, ktére w centralnej czesci czasteczki nie majg ugrupowan ta-
dunkowych, to asocjujac ukladajg sie jak kostki domina (rys. 6 A). Przylegajg one
do siebie ptaszczyznami pierScieni, oddziatujac dzieki prostopaditemu wzgledem
ptaszczyzny ustawieniu orbitali n (34-36). Do grupy zwigzkéw, ktére tworza micele
tasSmowe nalezg barwniki bisazowe, znane od dawna jako tzw. barwniki bezposred-
nie, stosowane do barwienia celulozy, a takze wielu biatek amyloidowych. Typowy-
mi przedstawicielami tej grupy sg czerwien Kongo i biekit Evansa (rys. 6 B).
Ekspozycja powierzchni hydrofobowej i zaznaczona periodycznos¢ struktury mi-
celi taSmowej jest przyczyna ogolnej tendencji do oddziatywania z polimerami fan-
cuchowymi o odpowiednio niskiej polarnosci i strukturze periodycznej. Dzieki du-
zej powierzchni oddziatywania, kohezyjne przylaczenie do polimeru daje mocnhe
kompleksy, tym bardziej, ze micela taSmowa jest plastyczna i moze dobrze dopaso-
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Rys. 6. Modelowe wyobrazenie mezofazy tworzonej przez supramolekularne struktury taSmowe: A
- modelowy obraz mezofazy. W obwodzie fragment taSmy uzyskany z obliczen; B - czasteczka czer-
wieni Kongo i jej obraz w ukfadzie CPK; C - fragment taSmy z interkalowang obcg czasteczka.

waé sie do powierzchni akceptorowej (37). Warunki te sg spetnione réwniez w od-
niesieniu do kompleksowania taSmowych struktur micelarnych z tancuchami poli-
peptydowymi o konformacji P w biatkach, jednak tylko w sytuacji ich dostepnosci,
co nie dotyczy natywnych, dobrze ,,upakowanych” biatek (38,39). tatwoscig pene-
tracji mozna wytlumaczy¢ intensywne wigzanie czerwieni Kongo przez amyloidy
uwazane za niestabilne z natury biatka p-strukturowe (40,41). Ligand supramoleku-
larny moze zastgpi¢ w ptycie P jeden odcinek peptydowy (42). Energia oddziatywa-
nia miceli taSmowej utworzonej z silnie zasocjowanych czasteczek barwnika, wpro-
wadzonej do plyty p-strukturowej, jak sie okazato, byla poréwnywalna lub nawet
wieksza od energii oddziatywania tancucha peptydowego. Kompleks powstaje
w warunkach destabilizacji catego biatka, ale moze tez utworzy¢ sie przy destabili-
zacji lokalnej, tzn. wowczas gdy ruchy dynamiczne jednego z taficuchéw tworzacych
plyte P stajg sie wystarczajaco duze, aby umozliwi¢ penetracje Uganda do miejsca
uwolnionego przez ruchomy peptyd. Trwato$¢ powstatego kompleksu biatko-ligand
jest przyczyng przesuniecia rownowagi w strone jego tworzenia. Jakkolwiek natyw-
ne, szczelnie ,,upakowane” biatko nie ma mozliwosci wigzania ligandu supramole-
kularnego, niektére biatka stajg sie dostepne dla penetracji ligandoéw ciektokrysta-
licznych juz w wyniku naprezen i przegrupowan strukturalnych zwigzanych z funk-
cja biologiczng (43-46). Wytworzenie kompleksu z micelg barwnika stabilizujacego
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Rys. 7. Mechanizm wzmocnienia interakcji antygen-przeciwciaio przez ligandy ciektokrystalicz-
ne: A - wzmocnienie wyrazone przez zwigkszenie odczytywanego miana przeciwciat w ukladzie
SRBC-antySRBC; B i C - prawdopodobny mechanizm wytwarzania naprezenia w czasteczce immunoglo-
buliny i jej stabilizacji przez kompleksowanie miceli taSmowej.

biatko w stanie transformacji strukturalnej, generowanej aktywnoscig biologiczng
ma w konsekwencji wptyw na funkcje.

Do biatek, ktoére spetniajg te warunki nalezg immunoglobuliny. Zmiany struktu-
ralne przeciwciat, odpowiedzialne za wigzanie barwnikéw ciektokrystalicznych sg
generowane interakcjg z antygenem. Fizjologicznie, stanowig one forme sygnaliza-
cji, ktora jest odpowiedzialna za wyzwolenie aktywnosci efektorowej (np. aktywacje
uktadu dopetniacza) (47,48). Wytworzenie kompleksu ligandéw supramolekular-
nych z przeciwcialem zmniejsza naprezenie w czasteczce biatka i w konsekwencji
wspotdziata w tworzeniu potgczenia z antygenem, a tym samym go wzmacnia. Ten
niezwykly efekt dziatania taSmowych ligandoéw ciektokrystalicznych odczytywany
jako zwiekszenie powinowactwa do antygenu (rys. 7) (43) umozliwit opracowanie
zatozen nowej techniki immunotargetingu (rys. 8) (49,50). Technika ta pozwala na
bezposrednie wykorzystanie nie modyfikowanych przeciwciat, zwigzanych do anty-
genu jako wskaZnika celu. jest to ukierunkowanie specyficzne, poniewaz jedynie
przeciwciata zwigzane do antygenu sg zdolne do wytworzenia kompleksu z ligan-
dem ciektokrystalicznym. Wolne przeciwciata nie poddajg sie penetracji. Bardzo sil-
ne wzmocnienie interakcji przeciwciata z antygenem pod wpltywem ligandow
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Rys. 8. Ujeta modelowo zasada techniki ,,immunotargetingu” oparta na wykorzystaniu chromonicz-
nych, ciektokrystalicznych struktur no$nych: A - kompleks immunoglobuliny na powierzchni komérki;
B - kompleks w obecnosci ligandéw ciektokrystalicznych; C - kompleks z przytaczonym nosnikiem i le-
kiem.

ciektokrystalicznych jest cechg wysoce obiecujacg wobec niezadowalajgcych zwykle
aktywnosci przeciwciat przeciwnowotworowych.

Istotng zaleta o0 znaczeniu praktycznym zwigzkdéw, ktére (jak obecnie wiemy)
tworza taSmowe struktury micelarne jest duza tatwos¢ wydalania ich z organizmu.
Z tej przyczyny zarowno czerwieh Kongo, jak i biekit Evansa, uzywane byly do bada-
nia objetosci krwi (51). Specyficzna tasSmowa struktura supramolekularnej organiza-
cji micelarnej (rys. 6 A) i jej charakter dynamiczny zwiekszajg ptynnos¢ mezofazy.
Usprawnia to doprowadzenie nosnika do komorek docelowych i jego zwiazanie,
podczas gdy nadmiar wraz z no$nikiem zostaje fatwo wydalony. Istnieje nadzieja,
ze dzieki temu mozliwa bedzie intensyfikacja terapii bez obawy retencji toksyczne-
go preparatu w organizmie. Wedtug wstepnych zatozers techniki, nosnik wysytany
jest wraz z lekiem w $lad za podanymi wczesniej specyficznymi przeciwciatami. Lek
wigzany jest w micelach nosnika na zasadzie interkalacji (rys. 6 C, 8 C), chociaz mo-
zliwe sg tez inne wersje przytaczania.

Zaleta techniki jest, jak wspomniano, mozliwo$¢ stosowania przeciwciat bez po-
trzeby ich chemicznej modyfikacji, ale jednoczesnie wada jest konieczno$é uzycia
petnej immunoglobuliny z fragmentem Fc. Taka tylko immunoglobulina podlega bo-
wiem odpowiednio duzym naprezeniom przy tworzeniu komplekséw immunolo-
gicznych (52-54), jest zdolna do przenoszenia sygnatu immunologicznego i wigzania

48 PRACE PRZEGLADOWE



Przeciwciata i nos$niki lekéw w terapii celowanej - postep i ograniczenia

ligandu ciektokrystalicznego wzmacniajacego interakcje z antygenem. Moze to wy-
musi¢, dla uzyskania odpowiedniego efektu, stosowanie humanizowanych, ale petnych
czasteczek przeciwciat lub odwotanie sie do technik , kamuflazu”. Wymég wywotywa-
nia odpowiednio duzych naprezen w czasteczce przeciwciata dla tworzenia komple-
ksow z nosnikiem moze by¢ cechg korzystng. Ograniczy on bowiem wigzanie nosni-
ka do kompleksow immunologicznych, tworzonych z wolno pltywajagcymi antygena-
mi nowotworowymi, ktére jako niezalezne i ruchome majg znacznie mniejsze szan-
se na wytworzenie odpowiednich naprezer w czasteczce wigzacego je przeciwciata
niz w przypadku, gdy dotyczy to determinant komdrkowych.

Ligand ciektokrystaliczny wraz z lekiem mozna tez posta¢ docelowo w formie
kompleksu z cieplnie agregowang immunoglobuling, ktora w tej formie intensywnie
i w duzych ilosciach wigze czerwien Kongo, jak rowniez inne supramolekularne li-
gandy i staje sie dobrze rozpuszczalna (55). Kompleks taki mozna ukierunkowac
w sposéb typowy przez uzbrojenie w humanizowane przeciwciata. Rozwigzanie to
analizowane jest niezaleznie.

Przewidywang niedogodnoscig zastosowan taSmowych miceli jest tez niewatpli-
wie odpowiedni wymog dotyczacy struktury leku, ktory w najprostszym wydaniu
kompleksu wigzany jest z nosnikiem przez interkalacje i dla wigkszej stabilnosci
potaczenia powinien charakteryzowac sie planarnoscig czasteczki, co zmniejsza mo-
zliwos¢ wyboru. Obiekcje moga wywotaé rowniez stwierdzane pewne wiasciwosci
rakotworcze czerwieni Kongo, powodowane mozliwoscig redukcji barwnika przez
bakterie jelitowe, z wydzieleniem benzydyny. Podawanie dozylne eliminuje prak-
tycznie to zagrozenie. Niezaleznie jednak prowadzone sg badania majgce na celu
zamiane wigzan azowych na inne nieredukowalne potaczenia oraz zastgpienie ben-
zydyny nierakotwdércza pochodna.

Pomimo dostrzeganych wad i niedogodnosci zalety opisywanego nosnika cie-
ktokrystalicznego, jak sie wydaje, sg na tyle istotne, ze w ich Swietle optacalne stajg
sie poszukiwania mozliwosci optymalizacji metody.

4, Podsumowanie

Terapia celowana, jak sie wydaje, jest absolutnym wymogiem, jesli ma nastgpic¢
istotny postep w farmakoterapii nowotwordw, niezaleznie od rodzaju oddziatywa-
nia terapeutycznego. Zainteresowanie technikami celowanego podawania leku jest
zatem olbrzymie. Niestety na drodze realizacji tego celu pietrza sie trudnosci. Sg
one zwigzane z niedoskonatoscig nosnikéw przewidywanych do transportu lekéw
jak i obcoscia przeciwciat stosowanych dla jego ukierunkowania. W artykule przed-
stawiono zwiezle zwiazane z tym problemy, niekt6re rozwigzania i podejmowane
préby udoskonalen, jako nowa oméwiono technike wykorzystania chromonicznych
uktadow ciektokrystalicznych, tworzacych taSmowe struktury micelarne. Przedsta-
wiono zalety i przewidywane wady tego nos$nika. Supramolekularna struktura nosni-

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 37-52 2001 49



Leszek Konieczny i inni

ka powstaje w procesie samoasocjacji ze sztywnych, wydtuzonych, symetrycznych,
raczej phaskich czasteczek z silnie zaznaczonymi ugrupowaniami polarnymi roz-
mieszczonymi biegunowo. Zasocjowane czasteczki tworzg micelarne struktury tas-
mowe. Cechujg sie one specyficzng zdolnoscig wigzania sie z kompleksami immuno-
logicznymi. Micele tasSmowe moga przytacza¢ i transportowaé wiele substancii,
szczego6lnie cechujacych sie planarno$cia, przez interkalacje, podobnie Jak czynig to
kwasy nukleinowe. Najtatwiej dostepne micelarne struktury taSmowe tego rodzaju
tworzone sg przez barwniki tzw. bezposrednie, nalezace do grupy zwigzkdw bisa-
zowych, w tym czerwien Kongo, btekit Evansa i wiele innych. Zwigzki te znane sg od
dawna Jako barwniki celulozy i amyloidéw, ale ich supramolekularna struktura. Jak
rowniez zdolno$¢ do reagowania z przeciwciatami i wynikajace stad mozliwosci wy-
korzystania praktycznego sg nowoscia. Jedng ze szczegdlnych cech supramolekular-
nych struktur tworzonych przez tego typu zwiazki. Jest zdolnos¢ silnego wzmacnia-
nia interakcji antygenu z przeciwciatami. Ta odkryta niedawno cecha wyr6znia nos-
niki taSmowe i. Jak sie wydaje. Jest szczegdlnie obiecujaca dla rozpoznawania ko-
morek nowotworowych. Specyficzna, supramolekularna struktura tych zwigzkéw
i ich polarno$¢ utrudnia, wedtug dotychczasowych badan, wigzanie sie do komdrek
z wyjatkiem tych, na ktérych umiejscowione sg kompleksy immunologiczne. W pra-
cy przedstawiono prawdopodobny mechanizm wigzania ligandéw supramolekular-
nych do przeciwciat oraz przewidywane wady i zalety tego typu zwigzkdw Jako nos-
nikbw w terapii celowanej.

Badania prezentowane w publikacji finansowane sg przez KBN (grant humer 4 PO5F 039 14).
Graficzne opracowanie - Romuald Bolesfawski.
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