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Souhrn: Reakce $tépu proti hostiteli (GVH) je obdvanou komplikaci alogenni transplantace kostni dfené. Hlavni roli hraji
T lymfocyty darce, které v konecném disledku vedou k postiZzeni tkdni hostitele, predevsim kliZe, jater a gastrointestindlniho
traktu. Deplece alogennich T lymfocyti vede ke sniZeni rizika GVH nemoci, av§ak soucasné narlista riziko oportunnich infek-
ci, relapsu zakladniho onemocnéni a odvrhnuti $t€pu. Selektivni deplece pomoci anti-CD25 imunotoxinu vede k eliminaci neZ4-
doucich aloreaktivnich T lymfocytl a uchovani ostatnich Zadoucich T lymfocytt darce, které si zachovévaji protileukemickou
a protibakteridlni reaktivitu. Tento pfehledovy ¢lanek shrnuje poznatky autorti z preklinického testovani anti-CD25 imunoto-
xinu a podava rovnéZ obecnou charakteristiku imunotoxin a mozZnosti jejich vyuZiti v protinadorové terapii.
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Summary: Graft-versus-host disease (GVHD) is a severe complication of allogeneic stem cell transplantation. Donor T cells
play major role in GVHD leading to the host tissue damage, mainly of the skin, liver, and gastrointestinal tract. T cell depleti-
on leads to a decreasing risk of GVHD but also to an increasing risk of opportunistic infections, a relapse of the underlying
disease, and a graft rejection. The selective depletion using an anti-CD25 immunotoxin can eliminate harmful alloreactive
T cells while preserving other donor T cells with antileukemic and antibacterial reactivity. This review summarizes preclini-
cal testing of the anti-CD25 immunotoxin performed by the authors and presents general characteristics of immunotoxins in

anticancer therapy.
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Uvod

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bun€k
(HSCT) piedstavuje tcinnou 1é¢bu mnoha hematologickych
malignich i nemalignich onemocnéni, kterd by jinak bylanevy-
1éCitend (1). V soucasné dobé se uplatiiuje nazor, Ze 1éCebny
potencidl HSCT spocivé zejména v uplatnéni protinidorové
aktivity darcovskych (alogennich) T lymfocytl schopnych
navodit reakci $tépu proti leukémii/nddoru (GVL=graft-ver-
sus-leukemia; GVT = graft-versus-tumor) (2). Alogenni T lym-
focyty vSak casto soucasné vedle Zddouciho GVL efektu zpi-
sobuji reakci $té€pu proti hostiteli (GVH=graft-versus-host),
ktera je jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality trans-
plantovanych pacientt (1,3). Akutni GVH nemoc je zpro-
stfedkovéana alogennimi T lymfocyty, které jsou stimuloviny
antigeny hlavniho a vedlej$tho histokompatibilniho systému
(HLA; mHA) pfijemce transplantitu. Tyto aktivované T lym-
focyty, charakterizované pfitomnosti a receptoru pro interleu-
kin IL-2 (CD25%) na svém povrchu, rekrutuji efektorové popu-
lace bunék, které cestou dysregulované produkce cytokinil
vedou v kone¢ném dusledku k poSkozeni pifjemcovych tkéni,
zejména kiiZe, jater a gastrointestindlniho traktu (3,4).
ProtoZe GVH reakce je ptisobena T lymfocyty, jejich odstra-
néni by mélo zabranit vzniku GVH nemoci. V klinickych stu-
diich s HLA-identickymi pfibuznymi dérci bylo ovéfeno, Ze
pfi depleci darcovskych T lymfocyti pod 10°/kg hmotnosti
pfijemce zpravidla nedochdzi k Zivot ohroZujici GVH nemo-
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ci(5). V ptipadé¢ HLA-identickych nepfibuznych darctia HLA-
neidentickych pfibuznych dércti musi byt deplece T lymfocy-
td jeSté o jeden fad vétsi. Deplece darcovskych T lymfocyth
vSak pfinasi nové problémy spojené s velmi opoZdénou rekon-
stituci imunitniho systému po transplantaci: vysoké riziko
oportunnich infekci, relaps zdkladniho onemocnéni a rejekce
transplantatu (6).

Jako idedlni se tedy jevi pristup, ktery by eliminoval pouze ty
darcovské T lymfocyty, které jsou zodpovédné za GVH reak-
tivitu, avSak ponechal T lymfocyty s protinddorovou a protiin-
fek¢ni reaktivitou. Realizace této mySlenky spociva na pied-
pokladu, Ze GVH a GVL jsou zprostfedkovéany rtiznymi klony
T lymfocytd, a tedy je Ize od sebe oddélit (2). Jeden ze zpuso-
b jak eliminovat GVH-reaktivni klony darcovskych T lymfo-
cytll spociva v jejich aktivaci nenddorovymi buiikami piijem-
ce a nasledné eliminaci aktivovanych lymfocyti. Nenddorové
buriky (izolované z periferni krve) pfijemce jsou vétSinou snad-
no dostupné pred transplantaci. T lymfocyty dérce jsou pak in
vitro vystaveny ozdfenym nenadorovym leukocytlim piijemce
v tzv. smiSené lymfocytéarni reakci (MLR = mixed lymphocy-
te reaction). Klony darcovskych T lymfocytt, které rozpozna-
vaji ptijemcovy buiiky jako cizorodé, se aktivuji a exprimuji
CD25 molekuly na svém povrchu. JiZ dfive jsme popsali (7),
7e takto aktivované CD25* T lymfocyty lze eliminovat pomo-
ci vysoce specifického anti-CD25 imunotoxinu (8), aniZ by byla
vyrazn€ poSkozena zbyvajici populace darcovskych T lymfo-



cyti, kterd si zachovéavd antileukemickou

Obr. 1: Mechamismus pisobeni imunotoxinu (popis v textu).

a antimikrobidlni reaktivitu (7,9). Pro
detailni pochopeni funkce anti-CD25
imunotoxinu je v nasledujicich sekcich
pojednano o aktivaci T lymfocyttia obec-
né o piipravé imunotoxind. Zavérecna
sekce pak shrnuje naSe preklinické a kli-
nické poznatky vyuZivajici anti-CD25
imunotoxin k prevenci GVH nemoci.

Aktivace T lymfocyta

Naivni T lymfocyty mohou setrvavat po
mnoho let v klidovém stavu bez déleni
(10). Jejich proliferace a diferenciace
zaleZi na stimulaci ristovym faktorem,
kterym je cytokin produkovany aktivo-
vanymi T lymfocyty — interleukin IL-2
(10). Inicialni signal pfichdzi od speci-
fického antigenu, ktery je T lymfocytiim
predkladan spole¢né s molekulou hlav-
niho histokompatibilniho komplexu
antigen prezentujicimi burikami (mak-

6. Inhibice profeosyriézy

3. Degradace v lysosomu

rofagy, dendritickymi buitkami, B lym-

focyty). Pokud T lymfocyt dostane dalsi kostimula¢ni signdl
(zprostfedkovany CD28, CD40L) vstupuje klidova T butika
do faze G, bun&ného cyklu a soucasné je indukovana tvorba
IL-2 a a fetézce IL-2 receptoru (IL-2R). IL-2R ma tfi fetézce:
a, Bay.Retézce o a yjsou exprimovany klidovymi T lymfo-
cyty ajevinizkou afinitu vici IL-2. Pfipojenim o fetézce, ozna-
¢ovaného jako molekula CD25, vznika receptor s mnohond-
sobné vyssi afinitou k IL-2, ktery umoZiluje aktivaci
T lymfocytt jiz pti velmi nizkych koncentracich IL-2. Béhem
nékolika dni pak dojde k aktivaci a expanzi klonu T bunék
specifickych vici pivodné predkladanému antigenu (10).

Charakteristika imunotoxini

Jako imunotoxiny oznac¢ujeme hybridni molekuly vzniklé nava-
zanim u¢inného toxinu na molekulu monoklondlni protilatky
(MAB =monoclonal antibody) (11). PouZivané toxiny jsou
zpravidla vysoce Cisténé latky proteinové povahy ziskavané
zrostlin, plisni nebo bakterii. Toxin je spojen s MAB a po jejim
navézdini na specifické struktury na povrchu cilové buiiky je
internalizovan do cytosolu. Aby toxin mohl splnit svou funk-
ci, musi byt dopraven k ribosomalnimu komplexu, kde bloku-
je proteosyntézu a vede k zaniku cilové buriky. Ke zniceni cilo-
vé builky staci velmi malé mnoZstvi imunotoxinu ve srovnani
s pouZitim samotnych nekonjugovanych MAB. V pokusech in
vitro byly zaznamendny klinické odpovédi po podani miligra-
movych diavek nekonjugovanych MAB, zatimco imunotoxiny
byly vysoce ti¢inné i pti koncentracich minimélné o ti'i fady niz-

Tab. 1: Piehled nejpouzivanéjSich imunotoxini.

Zdroj Toxin Misto plsobeni

Rostliny Saporin*
Gelonin*
Momordin*
Trichosantin*
Abrin**
Ricin**
Viscumin**

28s podjednotka rRNA

Bakterie Diftericky toxin

Pseudomonddovy exotoxin

Elongac¢ni faktor EF2

Alfa-sakrin
Mitogillin
Restriktocin

Plisné 28s podjednotka rRNA

* rostlinny toxin jednofetézcovy, ** dvoufetézcovy.

Sich (11, 12). Teoreticky lze za letdlni davku pro cilovou buii-

ku povaZovat jedinou molekulu imunotoxinu, ktera je po inter-

nalizaci do cytosolu dopravena k ribosomélnimu komplexu.

Vyhodou imunotoxini je rovnéZ schopnost piisobit na klidové

i délici se buriky. Pisobeni imunotoxint neni vdzano na bunéc-

ny cyklus a nddorové buiiky nachézejici se ve fazi Go jsou rov-

néZ zasazeny (12).

Imunotoxiny byly poprvé popsany po¢atkem 80. let. Od té doby

bylaizolovana celé fada toxinl z riznych rostlin, plisni a bak-

terii. Pfehled nejpouZivanéjsich toxinli ukazuje Tab. 1 (12).

V soucasné dobé nejvice pouzivanymi jsou A fetézec ricinu,

pseudomonddovy exotoxin a diftericky toxin. Mechanismus

ucinku imunotoxind je nésledujici (viz Obr. 1) (12):

1. Navédzani imunotoxinové monoklonalni protildtky na spe-

cifické antigenni misto na povrchu cilové buiiky.

2. Internalizace imunotoxinu do cytosolu endocytézou.

3. VétSina (95%) imunotoxinu je degradovana v lyzosomech.

4. Cast imunotoxinu (5%) je dopravena v endosomu ke Gol-
giho aparétu a endoplasmatickému retikulu.

. Odstépeni toxinu od MAB a jeho vyplaveni do cytosolu.

. Volny toxin enzymaticky inhibuje proteosyntézu inaktiva-
ci elongac¢niho faktoru 2 (EF2) nebo 28s ribozomalni pod-
jednotky.

AN

Toxiny

Rostlinné toxiny (13) miZeme rozdélit podle struktury do dvou
skupin. Prvni skupina zahrnuje toxiny s jednim enzymaticky
aktivovatelnym proteinem, zatimco druha skupina obsahuje
proteiny se dvéma proteinovymi fetézci A a B. Retézec A ma
enzymatickou aktivitu a fet€zec B odpovidd za vazbu a vstup
do buriky. Retézec B obsahuje galakt6zu vazajici domény, kte-
ré se vaZi na vSechny galaktézu obsahujici glykoproteiny a gly-
kolipidy, tedy se vaZzi v rizné mife na v§echny sav¢i buriky.
Proto je nutné, pti pouzivani druhé skupiny toxint, fetézec
B odstranit nebo pozménit. Toto je pfipad Casto pouZivaného
ricinu, u kterého je vyuZivan pouze fetézec A, zatimco fetézec
B je odstranén (8). Pro obé skupiny rostlinnych toxint je cha-
rakteristické rozstépeni 28s podjednotky ribozomalni RNA,
coZ znemoZiuje interakci s elonga¢nim faktorem EF2 (13).
Bakterialni toxiny (pseudomonéddovy exotoxin a diftericky
toxin) sestavaji z jednoho polypeptidového fetézce, ktery obsa-
huje rdzné domény pro enzymatickou funkci, vazbu a vstup
do buiiky. Diftericky toxin i pseudomonadovy exotoxin piiso-
bi inhibici proteosyntézy prostiednictvim inaktivace EF2 (14).
Mitogillin, alfa-sakrin a restriktocin jsou plisiiové proteiny
s ribonukledzovou aktivitou. Maji malou molekulu (17 kDa)
a sdili vysoky stupeti homologie aminokyselin. Mitogillin
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arestriktocin byly pfipraveny rekombinantné a v pokusech na
mysich se jevily vyhodné, nebot byly pouze slab& imunogen-
ni a mély pouze nizkou nespecifickou toxicitu. BohuZel jejich
inhibi¢ni Gc¢inek na proteosyntézu byl pouze 20-40% ve srov-
nani s A fetézcem ricinu (12).

Vazba mezi toxinem a monoklonalni protilatkou

Spojeni toxinu s MAB musi ziistat neporuseno extracelularng,
ale musi byt labilni intraceluldrné tak, aby mohl byt samotny
toxin uvolnén do cytosolu cilové buiiky (8). Tohoto poZadav-
ku je zpravidla dosahovano disulfidovou vazbou mezi toxi-
nem a MAB (12). Vazba toxinu k MAB musi byt vzhledem
k in vivo terapii stabilni v krvi a tkdnich. Vzhledem k tomu, Ze
krev i tkdné obsahuji thiolové skupiny, které mohou naru$o-
vat disulfidové vazby, byla vyvinuta specidlni strategie spoci-
vajici v navazani objemnych skupin kolem disulfidové vazby
(8,12). Timto mechanismem je zna¢né ztiZeno naruSeni disul-
fidové vazby a je tak zaruCena vyssi stabilita imunotoxint
v krvi a ve tkdnich.

Cilové antigeny

Nejdutlezitéjsi vlastnosti cilového antigenu na povrchu buiiky
je schopnost zajistit internalizaci molekuly imunotoxinu do
cytosolu. Aby byl tento mechanismus u¢inny, nesmi se imu-
notoxin dostat pouze do lyzosomu, kde je znicen (14). Proto
je nutné najit takové struktury na povrchu buriky, které jsou
nejenom internalizoviny cestou lyzosomd, ale také mecha-
nismem endocyt6ézy. Timto zplisobem jsou napiiklad interna-
lizovany receptory pro rastové hormony, které slouZi jako
vyborné tere pro imunotoxiny (12). Z pohledu internalizace
imunotoxinu je také duleZité umisténi vazebného mista na
extracelularni ¢4sti proteinu v cytoplasmatické membranég.
Pokud se cilova struktura, na kterou se viZze MAB imunotoxi-
nu, nachazi na extraceluldrni ¢4sti membranového proteinu bli-
Ze cytoplasmatické membrany, je zajiSténa lepsi internalizace
imunotoxinu, nez v ptipad¢, kdy se vazebné misto nachazi na
distalnim konci extraceluldrni ¢4sti tohoto proteinu (12). Je
nezbytné, aby se cilovy antigen nachdzel vyhradné na buiikich
urcenych k likvidaci imunotoxinem a nebyl pfitomen na ostat-
nich burikach.

NeZadouci ti¢inky imunotoxinii

Pouziti imunotoxind in vivo v klinické praxi je omezeno jejich
imunogenicitou a toxicitou. Imunogenicita je problémem
mySich monoklonélnich protilatek a také samotnych toxind.
Bezprostfedné po aplikaci se mliZe objevit hypersenzitivni
reakce (horecka, tfesavka, vyrazka, anafylakticky Sok), zejmé-
na po opakovaném podéni. Béhem 1-3 mésicti vznikajil HAMA
(human anti-mouse antibodies =lidské protilatky proti mySim
MAB) a dalsi terapie imunotoxiny piestava byt t¢innd. Potla-
¢eni hypersenzitivni reakce je moZné pomoci imunosupresiv.
Zabranéni tvorby HAMA bylo dosaZeno tzv. humanizaci
MAB, ktera spociva v ndhradé molekuly mysiho imunoglo-
bulinu lidskym, s vyjimkou hypervariabilni ¢asti obsahujici
vazebné misto pro cilovou antigenni strukturu, ktera zlstava
mysi

Protilatky proti toxinim vznikaji u 30-100% pacientt a jejich
dlouhodobé opakované podani je potom minimalné ucinné
nebo zcela neucinné. Nejlépe je tato situace prostudoviana
u A fetezce ricinu, kde se tyto protilatky oznacuji jako HARA
(human anti-ricin antibodies). Jejich vzniku nelze zabréanit,
nebot po odstranéni imunogenni ¢asti toxinu se ztrici i jeho
ucinnost pii blokade€ proteosyntézy cilové burky.
Limitujicim faktorem imunotoxinil je jejich vysoka toxicita,
kterd méa zpravidla uniformni charakter. V klinickych studiich
faze I byl hlavnim faktorem limitujicim eskalaci davky tzv. vas-
culary leak syndrome (VLS) a hepatotoxicita. VLS je charak-
terizovan zvySenou propustnosti kapilar s inikem tekutin a bil-
kovin. Klinick4 manifestace VLS zahrnuje hypoalbuminemii,
edém plic, periferni otoky, perikardidlni vypotek, hypotenzi,
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véhovy pfirtistek a miZe vyustit v kardiopulmonalni selhani.
Pri¢inou VLS je poSkozeni endotelu cév toxinem. Naptiklad
A Yetézec ricinu reaguje s humannim alfa-2 makroglobulinem
afibronektinem v cévni sténé€ a vede k jeji destrukci. NamyS$ich
modelech k VLS téméf nedochézi, a proto se tato nepredvida-
telnd toxicita, kterd limituje eskalaci ddvky imunotoxinu, pro-
jevila az béhem klinickych zkouSek faze I. Na druhou stranu
mirny VLS je Zadouci, vzhledem k dopravé imunotoxinu aZ na
povrchnaddorové buiiky v nddorové tkdni. Hepatotoxicita s ele-
vaci jaternich enzymd je zpravidla reverzibilni, je Castd zejmé-
na pii pouZiti pseudomonidového exotoxinu, ktery se vdZe na
jaterni buiiky a vede k jejich poSkozeni.

Klinické aplikace imunotoxini

Klinické testovani imunotoxini bylo zahdjeno koncem 80. let.
PouZiti rekombinantnich imunotoxind v klinickych studiich
faze 1 se objevuje v pritbéhu 90. let. Zatim nejlepSich vysled-
kt bylo dosazeno u hematologickych malignit pfi likvidaci
rezidudlni populace leukemickych nebo lymfomovych bunék
(15-17). Lécba solidnich nadort s velkou nddorovou masou
pomoci imunotoxinil nebyla piili§ asp&$nd. Je to zplisobeno
Spatnou penetraci imunotoxini do loZiska nddoru, systémo-
vou toxicitou limitujici zvySovani davky a vznikem HAMA
a HARA (12). Dalsi cestou mtZe byt kombinace imunotoxi-
nt s konvencni protinddorovou terapii. V soucasné dobé jsou
k dispozici preklinické i klinické studie, které prokazuji syner-
gni ucinek a bezpe¢nost kombinovaného podani imunotoxi-
nl s chemoterapii, pfevaZzné u hematologickych malignit
(15-17).

Vzhledem k vyrazné toxicité in vivo (15-17) byly v poslednich
letech hled4ny zpiisoby vyuZiti imunotoxint in vitro. Trans-
plantace hematopoetickych kmenovych bunék predstavuje
jeden z ptikladi in vitro aplikace imunotoxint. Ci3téni trans-
plantitu od nddorovych bunék miiZe najit uplatnéni v ptipadé
autologni transplantace u akutni lymfoblastické leukemie, non-
hodgkinského lymfomu, mnohocetného myelomu (anti-CD19,
anti-CD22 imunotoxiny) a akutni myeloidni leukemie (anti-
CD33 imunotoxin). Jak bylo zminéno v tivodu, anti-CD25 imu-
notoxin miZe byt vyuZit pro selektivni depleci aloreaktivnich
T lymfocyti pfi alogenni HSCT, o ¢emZ podrobnéji pojedna-
va nasledujici sekce.

Selektivni deplece aloreaktivnich T lymfocyti

Vysoka specificita anti-CD25 imunotoxinu (IT) umoZiiuje cile-
nou likvidaci aloreaktivnich T lymfocytl in vitro (7). Timto
zpusobem se 1ze vyhnout toxicit€ imunotoxinu spojené s jeho
podanim in vivo. Na zdkladé naSich pfedchozich experimentl
se zdravymi HLA-neidentickymi dobrovolniky v malém méfit-
ku (106 dércovskych T lymfocyti v MLR) jsme byli schopni
definovat optimélni podminky pisobeni anti-CD25 IT (8).
Ukézalo se, Ze jeho poddni m& maximéalni Gc¢inek, pokud jsou
nejprve inkubovany butiky darce (RC=responder cells) a 0z4-
fené buriky pfijemce (SC=stimulator cells) 24 hodin bez IT
a poté je na dal§ich 24 hodin pfidan IT v koncentraci 10-8M.
Timto zpisobem lze dosdhnout deplece azZ 90% aloreaktivnich
lymfocytd. Pfi pouziti vySsi koncentrace imunotoxinu doch4-
zi k nespecifické eliminaci ostatnich T lymfocyt. Pokud se
spole¢né s IT poda chlorid amonny 10-20mM, ktery potencu-
je ucinek IT, lze eliminovat aZ 99% aloreaktivnich bunék.
Podani samotného chloridu amonného v koncentraci <10mM
nemé Zadny efekt na viabilitu bunék; >10mM koncentrace vede
ke sniZeni viability bunék (8).

Na zédkladé téchto goznatki’l jsme pfistoupili k testovani ve
,sttedni® MLR s 10° RC za stejnych podminek jako v ,,malé*
MLR. Podani 103M IT spoleéné s 10mM chloridem amon-
nym vedlo k depleci 99,3 % aloreaktivnich lymfocytt, viabi-
lita v§ak poklesla na 66%. Dal$i optimalizaci experimentd v 5
,.strednich* MLR bylo dosaZeno nejlepSich vysledki pti pou-
Ziti dvou 24 hodinovych inkubaci: prvé s 10-8M IT a 6mM
NH,CI, druhé s 0,5x108M IT a 6mM NH,Cl. Po prvé 24hodi-



Obr. 2: Eliminace aloreaktivnich T lymfocytii se zachovanim protileukemického efektu.

PBMC HLA-identického pfibuzného darce byly 3 dny in vitro stimulovany ozafenymi neleukemickymi PBMC pacienta s akutni myeloidni leukémii,
ktery podstoupil allogenni HSCT (levy panel). Po aplikaci anti-CD25 IT a NH4C1 doslo k > 2log depleci aloreaktivnich T lymfocytl (stiedni panel),
které si po 3-denni stimulaci pacientovymi leukemickymi buiikami zachovévaji protileukemickou aktivitu (pravy panel). VSechny panely zndzoriuji
populaci Zivych darcovskych CD3* T lymfocytt. Aktivované CD25* T lymfocyty jsou zndzornény ¢erné. Vysledky u druhého paru darce/pacient se

vyznamné neliSily od znazornéného.
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nové inkubaci doslo k primérné depleci 99,2 % (98,6-99,7 %)
aloreaktivnich lymfocytl, po druhé inkubaci byla zazname-
nana pramérna deplece 99,9 % (99,7-100 %) aloreaktivnich
lymfocytl pfi zachovéni vice nez 70% vitality buné€k a vice
neZ 85 % reaktivité vici aloantigentim od jiného neptibuzné-
ho darce. Obdobnych vysledki bylo dosaZeno s pouZitim 1/5
SC pro stimulaci RC, coZ md prakticky vyznam pro klinickou
studii s anti-CD25 IT u pacienti podstupujicich alogenni
HSCT, kdy lze pouZit pouze pétinu PBMC pfijemce ke sti-
mulaci darcovskych bunék.

Pro t¢ely klinické studie by bylo racionalni pouZit 107 alode-
pletovanych dércovskych T lymfocytt /kg hmotnosti piijem-
ce, nebot populace zbyvajicich aloreaktivnich bunék bude
<10°/kg hmotnosti pfijemce, coZ je davka zpravidla nezpiiso-
bujici téZkou GVH nemoc u HLA-identickych pfibuznych alo-
gennich HSCT (5,18). Proto jsme testovali ,,velkou” MLR
s celkovym poctem 10° RC za optimalizovanych podminek
nalezenych ve ,,stfedni*“ MLR na tfech parech zdravych HLA-
neidentickych dobrovolnikil a dvou parech leukemickych paci-
entd (jeden pacient s akutni myeloidni leukémii, jeden pacient
s akutni lymfoblastickou leukémif) a jejich HLA-identickych

darci. Vysledky ukdzaly primérnou depleci 99,6 % (99,1-
99,9 %) aloreaktivnich T lymfocytd, primérnou viabilitu
74,6 % (68,2-89,7 %) darcovskych bun€k a zachovani 89,2 %
(72,6-98,3 %) reaktivity vici alogennim PBMC od jiného
nepiibuzného darce nebo viici leukemickym buiikdm, v pifi-
padé€ dvou pari pacientt a jejich déarcii (viz Obr. 2). Vysled-
ky téchto experimentd ukazuji, Ze anti-CD25 imunotoxin je
schopen specificky eliminovat aloreaktivni CD25* lymfocy-
ty v klinickém méfitku minimédlné€ o 2log in vitro pfi zacho-
véni viability darcovskych bunék a jejich reaktivity vici jinym
aloantigenim. Tyto experimenty budou slouZit jako podklad
pro klinickou studii faze I zahajovanou poc¢atkem roku 2003
na Texasské Univerzité v Dallasu, USA.

Zavér

Uplatnéni imunotoxint jako vysoce specifické protinddorové
imunoterapie je limitovano piedevsim jejich toxicitou in vivo.
Nové uplatnéni anti-CD25 imunotoxinu in vitro u pacientil
podstupujicich alogenni HSCT se jevi jako velmi slibnd a i¢in-
néd metoda pro eliminaci aloreaktivnich T lymfocytl a prevenci
GVH nemoci pfi zachovani Zadouci GVL/GVT reaktivity.
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