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New drugs based on recombinant DNA technology
Summary

Over the last 20 years, some 100 biopharmaceuticals have gained market-
ing authorization in Europe, USA and other world regions. All biopharmaceu-
tical products currently approved within the EU are protein-based. The majority
of the first generation products were either unmodified monoclonal antibodies
or proteins used clinically to either replace or augment levels of native human
proteins. With the recent advances in genomics, proteomics, pharmaceutical
target validation, and lead compound identification new perspectives of bio-
pharmaceutical products development emerged. Protein engineering has re-
cently facilitated the rational development of a number of proteins displaying
an altered pharmacokinetics, biodistribution and therapeutic properties. New
strategies and challenges in biopharmaceuticals developments yielded the sec-
ond generation of protein drugs.
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1. Wstep

Produkcja lekéw o strukturze biatkowej byta pierwszym
przemystowym zastosowaniem technotogii rekombinowanego
DNA. Od lat osiemdziesigtych XX w. réznorodne biatka terapeu-
tyczne otrzymane przy udziale tej technotogii zostaty dopusz-
czone do obrotu w Europie, Stanach Zjednoczonych i innych
czesciach swiata (1). Tworzg one grupe tzw. biofarmaceutykow,
definiowanych pierwotnie jako farmaceutyki otrzymywane z za-
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stosowaniem technologii rekombinowanego DNA lub technologii przeciwciat mono-
klonalnych (2). Pod wzgledem budowy biofarmaceutyki mogg by¢ strukturami:

- 0 budowie peptydowej,

- wyprowadzonymi ze struktury kwaséw nukleinowych.

Druga grupa biofarmaceutykéw moze znalez¢ zastosowanie w terapii genowej
oraz technologii antysensowej (obecnie nie ma na rynku farmaceutycznym lekéw
0 budowie polinukleotydowej; wyjatkiem jest Vitravene (Fomivirsen) - lek o anty-
sensowym mechanizmie dziatania, wprowadzony do obrotu w USA w 1998 r., rok
p6zniej w UE, zostat jednak wycofany z rynku europejskiego).

Biofarmaceutykami o budowie peptydowej (tab. 1) sg czynniki krzepniecia krwi,
hormony, hematopoetyczne czynniki wzrostu, leki trombolityczne, cytokiny, prze-

ciwciata monoklonalne, szczepionki itp. (1,2).

Tabela

Wybrane przyktady biofarmaceutykéw dopuszczonych do obrotu w USA lub w UE

Biofarniaceutyk
|

Benefix (rh cz. IX, CHO)
NovoSeven (rh cz. Vila, BHK)
ReFacto (rh cz. VIII, CHO)
Kogenate (rh cz. VIII, BHK)
Helixate NexGen (rh cz. VIII, BHK)

Xctivase (Alteplase) (rtPA, CHO)
Ecokina.se (Retepla.se) (rtPA, E. coli)
Rapilysin (Reteplase) (rtPA, E. coli)
TNKase (Tenecteplase) (mod. rtP.A, CHO)

Humulin (rh insulin, E. coli)
Insuman (rh insulin, E. coli)
Humalog (Insulin lispro, E. coli)
Gensulin

NovoRapid (Insulin aspart)
Lantus (Insulin glargine, E. coli)
Genotropin

Gonal-F (rh FSH, CHO)

Puregon (rh FSH, CHO)

Ruvelis (Lutropin a, rh LH, CHO)

88

Firma (kraj)
2

Czynniki krzepniecia krwi

Genetics Institute (USA)

NovoNordisk (DK)

Pharmacia & Upjohn (S)

Bayer (USA)

Bayer (USA)
Trombolityki

Genentech

Boehring Mannheim (D)

Boehring Mannheim (U)

Genentech/ScheringPlough

Hormony

Genentech (US.t)

Hoechst (D)

Eli Lilly (USA)

Bioton (PL)

Novo Nordisk

Aventis Pharmaceuticals

Genentech

Serono (CH)

Dio.synth (IRL)

Serono

Zastosowanie terapeutyczne Rok

3 4
hemofilia B 1997
hemofilia 1996
hemofilia A 1999
hemofilia A 2000
hemofilia A 2000

ostry zawal migsnia sercowego 1987
ostry zawat migsnia sercowego 1996
ostry zawat mie$nia sercowego 1996

ostry zawat miesnia sercowego 2001

cukrzyca 1982
cukrzyca 1997
cukrzyca 1996
cukrzyca 05. 2000
cukrzyca 1999
cukrzyca 2000
zaburzenia wzrostu 1985
nieptodnos¢ 1995
nieptodnos¢ 1996
nieptodnos¢ 2000
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Epogen (rh EPO, CHO)
Neorecormon (rh EPO, CHO)
\ranesp (Darbepoetin alfa, CHO)
Intron A (r IFN-a-2b, E. coli)

PEG-Intron (PEG IFN-a)
Pegasys (PEG-rozgat. IFN-a)
Betaferon (r IFN-P-Ib, E. coli)
Avonex (rh IFN-P-la, CHO)
Avonex (PEG-IFN-P, CHO)
Beromiin (rh TNF-a, E. coli)

Oncospar (Asparaginaza)

Oncospar (PEGylowana L-asparaginaza)

Adagen (PEGylowana deaminaza adenozynowa)

Pulmozyme (DNase)

Cerezynie (rp - glukocerebrozydaza, E. coli)

Fabrazyme (rh a-galaktozydaza, CHO)
Fasturtec (Rasburicase) (S. cerevisae)
Revasc (r hirudyna, S. cerevisae)

Refludan (r hirudyna, S. cerevisae)

Tritanrix — HB (rlIBsAg, S. cerevisae)
Infanrix - HepB
Infanrix - Xexa
Infanrix - Penta

Ambirix

Orthclone OKT3
Prosta Scint
Onco Scint
CEA-SCAN

Myo Scint

Indimacis-125

2
Cytokiny
Amgen
Roche (D)
Amgen
ScheringPlough (IRL)

Enzon/ScheringPlough
Shearwater/Roche
Schering (USA)

Biogen (USA)

Biogen

Boehringer-Ingelheim

Enzymy terapeutyczne
Enzon (USA)
Enzon (USA)
Enzon (USA)

Genentech (USA)
Genzyme (USA)
Genzyme
Sanofi-Synthelabo
Novartis (CH)
Hoechst
Szczepionki
Smith Kline Beecham
Smith Kline Beecham
Smith Kline Beecham
Smith Kline Beecham
Glaxo Smith Kline
Przeciwciata monoklonalne
Ortho Biotech (USA)
Cytogen Corp. (USA)
Cytogen (USA)
Immunomedics Inc. (USA)
Centocor BV. (USA)
CIS Bio (UE)

anemia
anemia
anemia

przeciwwirusowe
przeciwnowotworowe

Wzwce
wzwce
multiple sclerosis
multiple sclerosis
multiple sclerosis

wspomagajacy terapie prze-
ciwnowotworowg

cytostatyk
biataczka limfoblastyczna

niedobér deaminazy adeno-
zynowej

mukowiscydoza
choroba Gauchera
choroba Fabry’ego
hiperurykemia
przeciwzakrzepowe

przeciwzakrzepowe

WZWB
WzwB
>XZWB
WZWB
WZWB, A

immunosupresant
diagnostyka raka prostaty
diagnostyka raka jajnika
diagnostyka raka jelita gRibego
schorzenia mie$nia sercowego

diagnostyka raka jajnika

1989
1997
2001
2000

2001
2002
1995
1997

1999

1994

1993
1997
2001
2001
1997
1997

1996
1997
2000
2000
2002

1986
1996
1992
1996
1996
1996

Ze wzgledu na nowe mozliwosci inzynierii genetycznej rozszerzono pojecie
leku i w Farmakopei Europejskiej (3) z 1998 r., w monografii Produkty otrzymywane
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Z uzyciem technologii rekomhinowanego DNA zdefiniowano je oddzielnie naste-
pujaco:

Produkty otrzymywane z uzyciem technologii rekomhinowanego DNA wytwarzane sg
z wykorzystaniem modyfikacji genetycznej, przy ktdrej kodujgce DNA pozgdanego produk-
tu jest wprowadzane - zwykle za pomocg plazmidu lub wektora wirusowego - do odpo-
wiedniego mikroorganizmu lub linii komdrkowej, gdzie to DNA podlega ekspresji i transla-
cji. Pozadany produkt jest nastepnie pozyskiwany na drodze ekstrakcji i oczyszczania.

Komorka lub mikroorganizm przed zasiedleniem wektora jest okreslana jako komdrka
gospodarza; trwate polgczenie tych dwoch elementéw, uzywane w procesie wytwarzania
definiowane jest jako uktad gospodarz - wektor.

Proces wytwarzania i stosowania biofarmaceutykéw peptydowych przynosi
szczegblne problemy, zwigzane z odpowiednig czystoscig produktéw (mozliwosé
zanieczyszczenia obcymi biatkami lub DNA), ich analizg oraz sposobem podania.
Podano wytyczne (4,5), dotyczace okreslenia rownowaznosci otrzymywanych bio-
farmaceutykow peptydowych. Wytyczne uwzgledniajg okres$lenie:

- struktury pierwszorzedowej (sktad aminokwaséw; catkowita masa czgsteczki
i masa produktu po deglikozylacji - MALDI-TOF; mapy peptydowe - ESI-MS; sek-
wencje N- i C-terminalne; izoformy - [EF),

- struktury fragmentéw glikanowych (rodzaj, rozmieszczenie, reszty sjalowe;
okreslenie masy czasteczkowej enzymatycznie odszczepionych weglowodar.ow -
analiza chromatograficzna MS),

- struktury drugorzedowej (mostki disulfidowe - MS; dichroizm kotowy, spek-
trometria fluorescencyjna),

- aktywnosci (zawartos¢ i stezenie; testy komorkowe; FACS - state wigzania),

- czystosci (elektroforeza - SDS-PAGE, IEF; chromatografia - RP-FIPLC, IEC, SEC:
analiza agregacji, utlenienia, deamidacji; zanieczyszczenia zwigzane z procesem ho-
dowli komdrkowych i oczyszczania).

Wytyczne obejmujg takze metody, ktére moga by¢ w tym zakresie stosowane.

W dziedzinie farmaceutykéw biatkowych zanotowano dwie rewolucje. Pierwsza
zaczela sie w tatach siedemdziesigtych XX w. wraz z jednoczesnym rozwojem tech-
nologii rekombinowanego DNA i technologii przeciwciat monoklonalnych. Druga
rozpoczeta sie wraz z rozwojem genomiki, sekwencjonowaniem ludzkiego genomu
oraz utworzeniem setek firm biotechnologicznych. Genomika, jak sie wydaje, wy-
wrze ogromny wptyw na rodzaj lekow wprowadzanych na rynek, ale ten proces
moze wymagaé uptywu dtuzszego czasu. Wraz z wygasnieciem ochrony patentowej
pierwszych biofarmaceutykéw, wiele firm biotechnologicznych wprowadza druga
generacje lekéw biatkowych. Biorac pod uwage analogie z !l generacja ekow
0 malych czasteczkach, ten sposdb moze nies¢ mniej czynnikéw ryzyka oraz vhazac
sie z tatwiejszym do przewidzenia niezbednym okresem niz metody zwigzane z za-
stosowaniem genomiki w poszukiwaniu nowych lekéw (6-9).
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Pierwsze leki biatkowe wytwarzane metodami inzynierii genetycznej miaty na celu
zastgpienie lub uzupetnienie niedoboru natywnych biatek ludzkich. Przykladami sg
tkankowy aktywator plazminogenu - Activase (Genentech), erytropoetyna - Epo-
gen (Amgen) czy interferon-a - Intron A (Schering Plough) (2,6-8). U podstaw rozwo-
ju tych lekow lezata cheé rozwiazania probleméw zwigzanych z dostepnoscia odpo-
wiednich surowcow (minimalne ilosci wytwarzanych fizjologicznie cytokin uniemozli-
wiajg ich produkcje na duzg skale za pomocg bezposredniej ekstrakcji ze Zrodet natu-
ralnych) oraz wzgledy bezpieczeristwa - aby zapobiec ryzyku przypadkowego prze-
niesienia patogenéw z produktéw pozyskiwanych z zainfekowanych surowcéw. Wraz
z rozwojem inzynierii biatkowej mozliwe sg ponadto zmiany w skiadzie aminokwa-
sOw, co otwiera nowe, ogromne mozliwosci. Zmiany te mogg dotyczy¢ zmiany (sub-
stytucji) niektérych aminokwaséw, insercje/delecje jednego aminokwasu lub taricucha
aminokwasow, lub fuzje dwu lub wiecej polipeptyddéw. W dalszej przysztosci dyscypli-
na ta moze prowadzi¢ do projektowania de novo biatek. Obecnie w dziedzinie rozwoju
biofarmaceutykéw inzynieria biatkowa byta wykorzystywana by:

- zmienia¢ biologiczny okres péttrwania lekéw biatkowych,

- otrzymywac krétko/dtugo dziatajace leki,

- zmienia¢é immunogenno$¢ lekéw,

- otrzymywaé nowe/fuzyjne biatka terapeutyczne.

2. Inzynieria trombolitykéw

Tkankowy aktywator plazminogenu (tPA), nalezacy do pierwszych biofarmaceuty-
kéw, byt jako jeden z pierwszych poddany modyfikacjom na drodze inzynierii biatko-
wej (6). Naturalny htPA jest proteazg serynowg zbudowang z 527 aminokwasow, wy-
twarzang przez $rodbtonek naczyn krwionosnych, katalizuje reakcje przeksztatcenia
plazminogenu w plazming, ktdra z kolei katalizuje przejscie fibryny w produkty roz-
puszczalne. W niezmodyfikowanym tPA wyrézni¢ mozna 5 domen strukturalnych,
z ktérych kazda spetnia specyficzng funkcje (domena F - odpowiedzialna za wysokie
powinowactwo do fibryny; domena P - za specyficzng aktywnos¢ proteolityczng plaz-
minogenu; domena EGF - wigzanie z receptorami watrobowymi, uruchamiajgce Kli-
rens watrobowy; domena Ki - wigzanie z receptorem; domena Kj - pozwala na sty-
mulacje przez fibryne aktywnosci proteolitycznej). Natywne biatko jest glikozylowane,
fragmenty cukrowe utatwiajg watrobowy wychwyt tPA i klirens z surowicy krwi. jest to
glikoproteina nieczynna w prawidtowych procesach zyciowych (fizjologicznych). Prze-
ksztatcenie w posta¢ czynng nastepuje dopiero po potaczeniu z fibryng; tPA jest stoso-
wany w leczeniu fibrynolitycznym ostrego zawatu miesnia sercowego. Pierwsza forma
otrzymana przy udziale technologii rekombinowanego DNA wprowadzona do lecznic-
twa to Activase (Alteplase, Genentech, 1987 r., wytwarzany w linii komorkowej CHO).
Reteplase (Rapilysin) jest produktem inzynierii tPA dopuszczonym na rynek UF w 1996 r.
Czasteczka sklada sie tylko z 2 naturalnych domen tPA, domeny katalitycznej (P) i do-
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meny K2. Wytwarzana jest w E. coli, nie Jest zatem glikozylowana. Brak glikozylacji,
a takze brak domen EGF i Ki powoduje, ze Reteplase posiada znacznie wydtuzony bio-
logiczny okres péttrwania, pozwalajacy na stosowanie preparatu w pojedynczych in-
iekcjach dozylnych. Natywny tPA ma 3 min okres péttrwania, tak zatem musi by¢ poda-
wany w infuzjach przez ok. 90 min. Brak domeny Fi redukuje powinowactwo do fibry-
ny, pozwalajac na dyfuzje zmodyfikowanego aktywatora plazminogenu do wnetrza
skrzepu, co prawdopodobnie utatwia szybszy rozpad skrzepu.

TNKase (Tenecteplase, Genentech, 2001, CHO) jest innym przyktadem zmodyfi-
kowanego tPA wykazujgcego przedtuzony okres péttrwania (10). Wytwarzany w linii
komdérkowej CHO, TNKase rézni sie od naturalnego tPA zastgpieniem aminokwasow
w trzech pozycjach. W wyniku tego stwierdzono zwiekszenie specyficznosci wigza-
nia z fibryng, w efekcie - zmniejszenie klirensu z osocza krwi, oraz zwiekszenie
odpornosci na dziatanie PAI-1 (naturalnego inhibitora tPA) (11).

3. Inzynieria insuliny

Insulina byfa pierwszym biofarmaceutykiem dopuszczonym do lecznictwa (Hu-
mulin, Fli Lilly, 1982) (2,6). Czasteczki naturalnej insuliny, przechowywanej w steze-
niach stosowanych w terapii wykazujg tendencje do asocjacji, tworzac dimery, hek-
samery. Po podaniu (podskdrnym, lub domie$niowym) wytwarzaja sie ztogi insuliny,
z ktérych muszg oddysocjowa¢ pojedyncze czasteczki, by moc przeniknaé do ukia-
du krazenia. Wskutek tego, maksymalne stezenie insuliny stwierdzane jest we krwi
dopiero po 90-120 min po iniekcji. Wymaga to podawania insuliny pacjentom na go-
dzine (lub wiecej) przed positkiem, w konsekwencji pacjenci musza zachowac pe-
wien rezim czasu positkow.

Za asocjacje czagsteczek insuliny odpowiedzialny jest gtdwnie C korncowy fragment
fancucha B czasteczki (rys. 1). Wykazano dos$wiadczalnie, ze modyfikacje aminokwa-
séw w tym fragmencie czasteczki mogg redukowac zdolno$¢ czasteczek insuliny do
asocjacji. Tak zmodyfikowana insulina (szybko dziatajaca) osigga krazenie szybciej po
podaniu drogg iniekcji, umozliwiajgc podawanie leku bezposrednio przed positkiem.
Przyktadami tego typu lekéw sa Humalog (Insulin lispro, 1996, E. coli) - prolina i lizy-
na w pozycjach 28 i 29 tancucha B ulegty zamianie, Liprolog (Bio Lysprol, 1997, E. coli)
i NovoRapid (Insulin aspart, 1999) - wymiana aminokwasu proliny na kwas asparagi-
nowy. Lantus (Insulin glargine, 2000, E. coli) - w tafncuchu A w pozycji 21 glicyna za-
stepuje asparagine oraz zostajg dotaczone dwie czasteczki argininy do G konca faricu-
cha B, jest przyktadem dopuszczonej do obrotu insuliny modyfikowanej, wykazujacej
przedtuzone dziatanie (insulina diugo dzialajgca). Wprowadzone modyfikacje powo-
duja przesuniecie punktu izoelektrycznego czgsteczki w kierunku wartosci obojet-
nych. W konsekwencji insulina jest stabiej rozpuszczalna w fizjologicznym pH. Po
podaniu, produkt tworzyw miejscu iniekcji mikroztogi, z ktérych poszczeg6lne czas-
teczki insuliny sg powoli uwalniane do krwi (12).
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4. Wydtuzanie biologicznego okresu péttrwania biatek terapeutycznych

Wiele lekéw ulega szybkiemu procesowi wydalania z organizmu. Biatka o masie
czasteczkowej mniejszej niz 50 000 Da usuwane sa przez nerki i wydalane z mo-
czem. Jesli czasteczki o matej masie, takie jak interleukina-2 (IL-2), interferon-a
(INF-a) i interferon-P (INF-P) zostang podane dozylnie, ich biologiczny okres pétrwa-
nia w surowicy krwi wynosi ok. 5 lub mniej godzin. Biatka terapeutyczne moga by¢
takze degradowane przez proteazy przed lub po internalizacji do komérek.

Modyfikacje chemiczne za pomoca duzych obojetnych ugrupowan lub potgcze-
nie z druga czasteczkg biatka to dwie metody stuzgce otrzymywaniu lekéw o prze-
dtuzonym okresie poéttrwania. Otrzymywane sg czasteczki o znacznie zmienionym
ciezarze czgsteczkowym biatka terapeutycznego - powyzej 50 000 Da, tj. powyzej
progu zdolnosci usuwania czasteczek przez nerki. W niektérych produktach inzy-
nierii genetycznej - biatkach fuzyjnych, dotaczony fragment nie tylko w prosty
spos6b zwieksza mase czgsteczkowg leku, ale takze moze zapobiega¢ degradacji
czasteczek przez proteazy (9).

5. PEGylacja

Sprawdzong metodg wydtuzania okresu péttrwania biatek jest PEGylacja. Glikole
polietylenowe sg niereaktywnymi polimerami, ktére moga by¢ kowalencyjnie przy-
taczane do biatek terapeutycznych. Przyktadami lekow modyfikowanych w ten spo-
sob sa:

- PEGylowana deaminaza adenozynowa (Adagen; firma Enzon), stosowana w te-
rapii genetycznego niedoboru deaminazy adenozynowej;

- PEGylowana L-asparaginaza (Oncospar; firma Enzon), stosowana w terapii
ostrej biataczki limfoblastycznej;

- PEG-Intron (Pegintron, wprowadzony na rynek farmaceutyczny w 2001 r.), cha-
rakteryzuje sie okresem pottrwania ok. 5 razy dtuzszym niz INF-a-2b niemodyfiko-
wany - w ten sposéb moze by¢ stosowany raz w tygodniu (w odrdéznieniu od
INE-a-2b, stosowanego 3 razy w tygodniu) w terapii chronicznego zapalenia watro-
by typu C (WZW C):

- Pegasys (wprowadzony na rynek w 2002 r.), o podobnym jak Pegintron zasto-
sowaniu terapeutycznym, to lek, w ktérym rozgateziona pochodna gtikolu polietyle-
nowego zostata przytgczona do INE-a-2a (13).

Pegasys (Roche) jest stosowany w kombinacji z lekiem przeciwwirusowym Ri-
bavirin. firma Biogen prowadzi badania nad PEGylowang formg INF-[3 (7).
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6. Biatka fuzyjne

Alternatywng wobec PEGylacji metodg jest otrzymywanie biatek fuzyjnych za-
wierajacych biatko terapeutyczne i biatkowy fragment dodatkowy, w celu zwieksze-
nia masy czasteczkowej leku powyzej progu nerkowego (9). Tego typu strategie sto-
sowano, wykorzystujac jako fragment dodatkowy albuminy krwi lub region F(- im-
munoglobuliny G (rys. 2).

Albuferon (wynik potgczenia albuminy i IFN-a), Albutropin (dtugo dziatajgca for-
ma ludzkiego hormonu wzrostu), Albulin (wynik fuzji insuliny z albuming) - to ra-
czej przyklady ulepszonych wersji lekbw o uznanej aktywnosci niz przykiady no-
wych lekéw (14,15).

Rys. 2. Schemat budowy immunoglobtilinyG (lgG). Czasteczka sktada sie z czterech taricuchéw poli-
peptydowych. Dwa identyczne tancuchy tekkie (L) i dwa identyczne tancuchy ciezkie (H) utozone sg
w ksztatcie litery Y; fragment Fab, sktadajacy sie z taincucha lekkiego i fragmentu fancucha ciezkiego;
fragment F*, sktadajacy sie z dwoch fragmentéw tancucha cigzkiego. W tancuchach tekkich i ciezkich im-
munoglobutiny wyré6znia sie czesci zmienne (V) oraz czesci state (C). W czesci zmiennej tancuchéw lek-
kich i ciezkich wystepujg domeny. Domeny posiadajg odpowiednig strukture drugo- oraz trzeciorze-
dowa i sg odpowiedzialne za wigzanie swoistych antygenéw.
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Rys. 3. Schemat #aczenia biatka X z fragmentami immunogiobuiiny.

tgczenie biatek terapeutycznych z fragmentami/lub catymi przeciwciatami jest
stosowane w celu konstruowania biatek fuzyjnych o ulepszonych wiasciwosciach.
Otrzymuje sie konstrukty typu X-Fc, w ktorych biatko terapeutyczne , X" zastepuje
fragment Fgb przeciwciata; mozliwe jest takze otrzymywanie biatek fuzyjnych typu
Fc’X (rys. 3). Obydwie klasy biatek fuzyjnych wykazujg wydtuzony okres pétrwania,
ale roznig sie innymi wiasciwosciami - na przykiad biatka typu X-F* majg wiasciwo-
Sci przeciwciat, ktére mogg by¢ wykorzystane w celu niszczenia komoérek, do kto-
rych X zostanie przytgczone; biatka F(--X takich wiasciwosci nie maja.

7. Enbrel: biatko fuzyjne typu X-FM.

TNF {tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotwordéw jest aktywnym
biatkiem procesu zapalnego, ktére odgrywa podstawowa role w wielu schorzeniach
zwigzanych ze stanami zapalnymi i schorzeniami autoimmunologicznymi, takimi jak
reumatoidalne zapalenie stawow (rheumatoid arthritis) czy choroba Crohna. W warun-
kach fizjologicznych TNF, fgczgc sie z receptorami TNF umiejscowionymi na po-
wierzchni komorek, zapoczatkowuje kaskade zmian zwigzanych ze stanem zapalnym.
Lek Enbrel (Etanercept) jest biatkiem fuzyjnym powstatym przez potaczenie zewnatrz-
komdrkowej domeny receptora TNF (sTNF) z rejonem Fc immunogiobuiiny (linia ko-
morkowa CFIO). Lek uzupetnia ilos¢ naturalnych receptoréw TNF komorek uktadu im-
munologicznego. Wychwytujac TNF, lek zapobiega potaczeniu sie TNF z komdérkami
ciata i wyzwalaniu reakcji zapalnej (16-18). W tym przypadku rejon Fc spetnia dwojaka
role - przedtuza biologiczny okres péttrwania sTNF-R oraz dimeryzuje sTNF-R. Fizjo-
logicznie TNF wigze sie z co najmniej dwoma receptorami TNF; tak zatem dimeryczny
STNF-R, obecny w leku Enbrel ma wyzszg aktywno$¢ niz forma monomeryczna. Enbrel
jest lekiem stosowanym w terapii schorzen przebiegajgcych z udziatem TNF.

8. Recykling albumin i fragmentu przeciwciat
Albuminy i fragment Fc 1gG charakteryzuja sie nastepujgca wiasciwoscig: sg roz-

poznawane przez specyficzne systemy recyklingu biatek, ktére aktywnie transpor-
tujg biatka z komorek. System ten jest uzyteczny, poniewaz gtdbwnym miejscem de-
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gradacji biatek jest wnetrze komdrek. Na przykiad, jezeli biatka sygnalizacyjne typu
IFN-a, INF-p, erytropoetyna, interleukina-2 przylacza sie do ich receptoréw znaj-
dujacych sie na powierzchni komoérek, ulegajg internalizacji do wnetrza komorek,
a nastepnie degradacji. Degradacja ta moze byé gldéwnym szlakiem eliminacji biatek
terapeutycznych, jesli jednak takie biatka zostang przytaczone do albuminy lub frag-
mentu Fc immunoglobuliny, to powstate w ten sposéb biatka fuzyjne maja znaczng
szanse by¢ usuniete z komérek w formie nie zmienionej. Proces taki jednak wydtuza
farmakokinetyczny okres péttrwania biatek fuzyjnych z albuminami lub Fc poza za-
kres jedynie efektu zwiekszonej masy czasteczkowej (9).

Wychwyt albumin, przeciwciat i biatek terapeutycznych to przykiady ,,endocyto-
zy kontrolowanej receptorowo”. W takim procesie biatka internalizowane sg prze-
kazywane do kompartmentu podjednostki komérkowej zwanego endosomem. jesli
nie zostanie wigczony system recyklingu kontrolowany receptorowo, biatka z en-
dosomu sg przekazywane do lizosomu i degradowane.

Kompleksy antygen-przeciwciato tworza sie, wtedy gdy przeciwciato potaczy sie
z druga czasteczka (antygenem). Kompleksy takie sg pobierane przez komérki, np.
makrofagi, ktére trawig antygen, ale prowadzg recykling przeciwciata, ktére nastep-
nie moze ponownie spetni¢ swoja role. Proces recyklingu jest uruchamiany przez re-
ceptor ,,protekcyjny” Fc (FcRp). Receptor ten specyficznie identyfikuje przeciwciata
wewnatrz komorki i transportuje je na zewnatrz komorek.

9. Aranesp (Darbepoetin alfa)

Erytropoetyna Il generacji firmy Amgen (zaaprobowana przez FDA w lipcu 2002
r.) jest stosowana jako lek wspomagajacy u pacjentéw z anemig, poddawanych che-
mioterapii. Preparat Aranesp zostal otrzymany jako lek o przedtuzonym okresie
péttrwania, uzyskanym w bardzo ciekawy sposéb (9). Gtéwna droga eliminacji ery-
tropoetyny (EPO) z organizmu rozpoczyna sie od potaczenia sie z receptorami EPO,
znajdujacymi sie na licznych komorkach prekursoréw krwinek czerwonych szpiku
kostnego. Aranesp jest derywatyzowang EPO o zmniejszonym powinowactwie do
receptora EPO. Aranesp jest bardziej aktywny in vivo. Wigze sie wolniej z recepto-
rem EPO, usuwany jest wolniej i dzieki temu ma ulepszone wiasciwosci farmakoki-
netyczne. Erytropoetyna jest glikoproteing posiadajacg trzy miejsca N-glikozylacji
oraz jedno 0-glikozylacji. Czasteczki cukréw potaczone N-glikozydowo to duze,
rozgatezione struktury cukrowe, na kofncu posiadajace negatywnie natadowane czas-
teczki kwasu sjatowego. Asocjacja EPO z jej receptorem jest czeSciowo wywotywana
przez oddziatywanie pozytywnie natadowanych aminokwasow z czesci wigzacej sie
z receptorem czasteczki EPO z negatywnie natadowanym fragmentem receptora.
Ujemnie natadowane czgsteczki kwasu sjatowego wytwarzajg ujemnie natadowane
pole wokot czasteczki EPO, redukujac szybko$¢ wigzania z receptorem, z uwagi na
odpychanie elektrostatyczne obydwu struktur. Aranesp jest produktem inzynierii

BIOTECHNOLOGIA 3 (66) 87-100 2004 97



Katarzyna Kieé¢-Kononowicz

biatkowej, w ktérym czasteczka EPO zostata zaopatrzona w dwa dodatkowe miejsca
N-glikozylacji. W poréwnaniu z naturalng EPO, zmodyfikowana czasteczka EPO ma
wiekszy tadunek ujemny, w efekcie wolniej wigze sie z receptorem, ma dluzszy
okres pottrwania. Aranesp moze byé podawany raz na dwa tygodnie, zamiast trzy-
krotnie w tygodniu, jak w przypadku EPO, zwiekszajac komfort zycia pacjentéw
(9,19-21).

10. Kontrola dystrybucji biatek zmodyfikowanych

Dystrybucja matych czgsteczek jest na og6t dzietem przypadku, podczas gdy
biatka modyfikowane mogg by¢ kierowane do specyficznych tkanek poprzez fuzje
ze zmiennymi domenami przeciwciat lub przez fuzje z biatkiem specyficznym dla
danej tkanki. Przeciwciata charakterystyczne dla danego nowotworu zostaty uzyte
jako nosniki sSrodkoéw przeciwnowotworowych, takich jak atomy radioaktywne, tok-
syny bakteryjne {Pseudomonas exotoxin), RNaza i cytokiny. Aktywno$¢ i dziatania
uboczne - to podstawowe warunki doboru czasteczek dostarczanych do tkanki
nowotworowej. Catkowita liczba miejsc wigzgcych przeciwciata na powierzchni ko-
moérek nowotworowych nie jest wystarczajaca, by dostarczy¢ niezbedng ilos¢ typo-
wego chemioterapeutyku, dlatego ostatnio skupiono sie¢ na dostarczaniu ekstremal-
nie aktywnych czasteczek, ktére w innego typu terapii nie bylyby akceptowane, ze
wzgledu na znaczne efekty uboczne (9).

11. Radioaktywne koniugaty przeciwciat

Rituxan (22) jest przeciwciatem monoklonalnym, stosowanym w terapii biataczki
limfatycznej. Preparaty Zevalin (Ibritumomab Tiuxetan - 2002 r.) (23,24) i Bexxar
(lodine-131 Tositumomab) (25) sa podobne do Rituxanu, ale zostaty zmodyfikowane
tak, aby zawieraty odpowiednio 131 |i 90 Y. W momencie ich potgczenia sie z ko-
moérkami nowotworu, otaczajace komorki sg specyficznie napromieniowywane
i niszczone w nastepstwie tzw. efektu sgsiedztwa. Dotgczone izotopy w idealnym
przypadku majg krotki okres potowicznego rozpadu, poréwnywatny z czasem pozo-
stawania przeciwciata w okolicy nowotworu, tak zatem napromieniowanie ograni-
cza sie gtdwnie do nowotworu.

12. Przeciwciata potaczone z proteinami cytotoksycznymi
Ze wzgledu na ,.efekt sasiedztwa”, biatka sg czgsteczkami bardziej aktywnymi

niz mate czasteczki. Na przyktad endotoksyna Pseudomonas {Pseudomonas exotoxin,
PE) katalitycznie modyfikuje i inaktywuje rybosomy eukariotéw. Niewiele internali-
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zowanych czasteczek PE moze zniszczyé komoérke ssaka. Enzym RNaza trawi RNA,
tak zatem niewielka ilos¢ RNazy w cytoplazmie komérki moze byc dla niej zabdjcza.
Obydwa te biatka moga niszczy¢ zaréwno komorki nowotworéw, jak i normalne ko-
morki; moga mie¢ znaczenie terapeutyczne, gdy zostang specyficznie dostarczone
do celu terapeutycznego. Wchodzgca w sktad biatka fuzyjnego toksyna PE jest przy-
faczana do pojedynczego tancucha Ey, ktory sktada sie z domeny zmiennej taricucha
ciezkiego i lekkiego przeciwciata, potaczonych sztucznym linkerem peptydowym.
Podobnie, potaczenie RNazy z czeScig Egh specyficznego przeciwciata nowotworu
moga znalez¢ zastosowanie w terapii nowotworéw.

13. Fuzja przeciwciato/endotoksyna - cytokina

Cytokiny to aktywne biatka, ktore mogg skierowywa¢ odpowiedz immunolo-
giczng organizmu przeciw nowotworowi. Cytokiny - interleukina-2 (IL-2) i interfe-
ron-a (INF-a) zostaly zaakceptowane jako leki w pewnych przypadkach rzadko spo-
tykanych nowotworoéw, ale wywotujg wiele powaznych dziatan ubocznych. IL-2 wy-
wotuje na przykiad goraczke i ogoélne objawy zwalczania infekcji. Stosowanie IL-12
ograniczone jest takze jej efektami ubocznymi.

Wiele grup badawczych konstruowato rozmaite wersje IL-2 (w wyniku fuzji ca-
tych przeciwciat z IL-2 lub fuzji tancuchow Fy z IL-2), skierowywane do naczyn krwio-
nosnych nowotworu tub do martwiczej tkanki sasiadujgcej z nowotworem.

Cytokiny sa szczegolnie atrakcyjnymi potencjalnymi lekami przeciwnowotworo-
wymi. Ich wielkg zaletg jest to, ze z natury dziatajg lokalnie, a moga by¢ wprowadza-
ne do organizmu na drodze skierowywania. W warunkach fizjologicznych cytokiny
sg wytwarzane w miejscu infekcji jako odpowiedzZ na ,,wotanie o pomoc”, ktére skie-
rowuje komorki ukltadu immunologicznego w obszar zagrozenia. Biatka fuzyjne,
ktére skierowujg cytokiny do komdérek nowotworowych, ograniczajg dziatania
uboczne cytokin.

Gtéwna zaleta omawianej terapii polega na tym, ze przy jej stosowaniu mozemy
dziata¢ na komorki sgsiednie. Powaznym jednak problemem terapii przeciwnowo-
tworowej jest fakt, ze komdrki nowotworowe ulegajg szybkim mutacjom i w odpo-
wiedzi na terapie szybko ewoluuja. Leczenie nowotworu przeciwciatlem potaczo-
nym z Pseudomonas exotoxin lub RNaza bedzie skierowane na komorki nowotworo-
we, w ktorych juz nie podlega ekspresji gen specyficznego dla nowotworu biatka
docelowego, jednakze pierwiastek promieniotwérczy o krétkim okresie pétrwania
zniszczy komorki sasiednie, nawet jesli nie beda juz miaty na powierzchni marke-
réw specyficznych dla danego nowotworu. Podobnie cytokiny, wigzac sie z jedna
komorka nowotworowa, stymuluja uktad immunologiczny do ataku na wszystkie
komérki nowotworowe znajdujace sie w sgsiedztwie (9).

Przyktadem leku, ktérego mechanizm dziatania oparty jest na podanych zasa-
dach jest Ontak (Seragen), biatko fuzyjne, ztozone z rIL-2 i Diphtheria toxin (1999)
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(26), skierowywane do komdérek wytwarzajacych powierzchniowy receptor IL-2. On-
tak jest stosowany w terapii Cutaneous T-cell lymphoma.

14. Perspektywy dalszego ulepszania lekéw biatkowych

jedng z metod doskonalenia lekéw biatkowych jest ich racjonalne projektowa-
nie, podczas ktorego pozadana wiasciwosé moze by¢ dodana do biatka terapeutycz-
nego za pomoca fuzji z innym biatkiem. Ten sposéb postepowania jest wykorzysty-
wany w celu poprawy farmakokinetyki i biodystrybucji lekéw; moze by¢ jednak tak-
ze wykorzystywany w celu rozwigzania podstawowego problemu lekéw biatkowych
- koniecznosci podawania ich droga iniekcji. Jest wiele systeméw transportu
w przewodzie pokarmowym, ktére w przysztosci moga by¢ wykorzystane. Inng
wazng droga jest biosynteza biatek terapeutycznych w roslinach, co umozliwi
zmniejszenie kosztéw wytwarzania przeciwciat i zmniejszenie ich immunogennosci.
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