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Souhrn: Reakce ‰tûpu proti hostiteli (GVH) je obávanou komplikací alogenní transplantace kostní dfienû. Hlavní roli hrají
T lymfocyty dárce, které v koneãném dÛsledku vedou k postiÏení tkání hostitele, pfiedev‰ím kÛÏe, jater a gastrointestinálního
traktu. Deplece alogenních T lymfocytÛ vede ke sníÏení rizika GVH nemoci, av‰ak souãasnû narÛstá riziko oportunních infek-
cí, relapsu základního onemocnûní a odvrhnutí ‰tûpu. Selektivní deplece pomocí anti-CD25 imunotoxinu vede k eliminaci neÏá-
doucích aloreaktivních T lymfocytÛ a uchování ostatních Ïádoucích T lymfocytÛ dárce, které si zachovávají protileukemickou
a protibakteriální reaktivitu. Tento pfiehledov˘ ãlánek shrnuje poznatky autorÛ z preklinického testování anti-CD25 imunoto-
xinu a podává rovnûÏ obecnou charakteristiku imunotoxinÛ a moÏnosti jejich vyuÏití v protinádorové terapii.

Klíãová slova: T lymfocyt, reakce ‰tûpu proti hostiteli, imunotoxin, transplantace

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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Úvod
Alogenní transplantace hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk
(HSCT) pfiedstavuje úãinnou léãbu mnoha hematologick˘ch
maligních i nemaligních onemocnûní, která by jinak byla nevy-
léãitená (1). V souãasné dobû se uplatÀuje názor, Ïe léãebn˘
potenciál HSCT spoãívá zejména v uplatnûní protinádorové
aktivity dárcovsk˘ch (alogenních) T lymfocytÛ schopn˘ch
navodit reakci ‰tûpu proti leukémii/nádoru (GVL=graft-ver-
sus-leukemia; GVT = graft-versus-tumor) (2). Alogenní T lym-
focyty v‰ak ãasto souãasnû vedle Ïádoucího GVL efektu zpÛ-
sobují reakci ‰tûpu proti hostiteli (GVH=graft-versus-host),
která je jednou z hlavních pfiíãin morbidity a mortality trans-
plantovan˘ch pacientÛ (1,3). Akutní GVH nemoc je zpro-
stfiedkována alogenními T lymfocyty, které jsou stimulovány
antigeny hlavního a vedlej‰ího histokompatibilního systému
(HLA; mHA) pfiíjemce transplantátu. Tyto aktivované T lym-
focyty, charakterizované pfiítomností α receptoru pro interleu-
kin IL-2 (CD25+) na svém povrchu, rekrutují efektorové popu-
lace bunûk, které cestou dysregulované produkce cytokinÛ
vedou v koneãném dÛsledku k po‰kození pfiíjemcov˘ch tkání,
zejména kÛÏe, jater a gastrointestinálního traktu (3,4). 
ProtoÏe GVH reakce je pÛsobena T lymfocyty, jejich odstra-
nûní by mûlo zabránit vzniku GVH nemoci. V klinick˘ch stu-
diích s HLA-identick˘mi pfiíbuzn˘mi dárci bylo ovûfieno, Ïe
pfii depleci dárcovsk˘ch T lymfocytÛ pod 105/kg hmotnosti
pfiíjemce zpravidla nedochází k Ïivot ohroÏující GVH nemo-

ci (5). V pfiípadû HLA-identick˘ch nepfiíbuzn˘ch dárcÛ a HLA-
neidentick˘ch pfiíbuzn˘ch dárcÛ musí b˘t deplece T lymfocy-
tÛ je‰tû o jeden fiád vût‰í. Deplece dárcovsk˘ch T lymfocytÛ
v‰ak pfiiná‰í nové problémy spojené s velmi opoÏdûnou rekon-
stitucí imunitního systému po transplantaci: vysoké riziko
oportunních infekcí, relaps základního onemocnûní a rejekce
transplantátu (6). 
Jako ideální se tedy jeví pfiístup, kter˘ by eliminoval pouze ty
dárcovské T lymfocyty, které jsou zodpovûdné za GVH reak-
tivitu, av‰ak ponechal T lymfocyty s protinádorovou a protiin-
fekãní reaktivitou. Realizace této my‰lenky spoãívá na pfied-
pokladu, Ïe GVH a GVL jsou zprostfiedkovány rÛzn˘mi klony
T lymfocytÛ, a tedy je lze od sebe oddûlit (2). Jeden ze zpÛso-
bÛ jak eliminovat GVH-reaktivní klony dárcovsk˘ch T lymfo-
cytÛ spoãívá v jejich aktivaci nenádorov˘mi buÀkami pfiíjem-
ce a následné eliminaci aktivovan˘ch lymfocytÛ. Nenádorové
buÀky (izolované z periferní krve) pfiíjemce jsou vût‰inou snad-
no dostupné pfied transplantací. T lymfocyty dárce jsou pak in
vitro vystaveny ozáfien˘m nenádorov˘m leukocytÛm pfiíjemce
v tzv. smí‰ené lymfocytární reakci (MLR = mixed lymphocy-
te reaction). Klony dárcovsk˘ch T lymfocytÛ, které rozpozná-
vají pfiíjemcovy buÀky jako cizorodé, se aktivují a exprimují
CD25 molekuly na svém povrchu. JiÏ dfiíve jsme popsali (7),
Ïe takto aktivované CD25+ T lymfocyty lze eliminovat pomo-
cí vysoce specifického anti-CD25 imunotoxinu (8), aniÏ by byla
v˘raznû po‰kozena zb˘vající populace dárcovsk˘ch T lymfo-



KLINICKÁ ONKOLOGIE 16 3/2003 135

cytÛ, která si zachovává antileukemickou
a antimikrobiální reaktivitu (7,9). Pro
detailní pochopení funkce anti-CD25
imunotoxinu je v následujících sekcích
pojednáno o aktivaci T lymfocytÛ a obec-
nû o pfiípravû imunotoxinÛ. Závûreãná
sekce pak shrnuje na‰e preklinické a kli-
nické poznatky vyuÏívající anti-CD25
imunotoxin k prevenci GVH nemoci. 

Aktivace T lymfocytÛ 
Naivní T lymfocyty mohou setrvávat po
mnoho let v klidovém stavu bez dûlení
(10). Jejich proliferace a diferenciace
záleÏí na stimulaci rÛstov˘m faktorem,
kter˘m je cytokin produkovan˘ aktivo-
van˘mi T lymfocyty – interleukin IL-2
(10). Iniciální signál pfiichází od speci-
fického antigenu, kter˘ je T lymfocytÛm
pfiedkládán spoleãnû s molekulou hlav-
ního histokompatibilního komplexu
antigen prezentujícími buÀkami (mak-
rofágy, dendritick˘mi buÀkami, B lym-
focyty). Pokud T lymfocyt dostane dal‰í kostimulaãní signál
(zprostfiedkovan˘ CD28, CD40L) vstupuje klidová T buÀka
do fáze G1 bunûãného cyklu a souãasnû je indukována tvorba
IL-2 a α fietûzce IL-2 receptoru (IL-2R). IL-2R má tfii fietûzce:
α, β a γ. ¤etûzce α a γ jsou exprimovány klidov˘mi T lymfo-
cyty a jeví nízkou afinitu vÛãi IL-2. Pfiipojením α fietûzce, ozna-
ãovaného jako molekula CD25, vzniká receptor s mnohoná-
sobnû vy‰‰í afinitou k IL-2, kter˘ umoÏÀuje aktivaci
T lymfocytÛ jiÏ pfii velmi nízk˘ch koncentracích IL-2. Bûhem
nûkolika dnÛ pak dojde k aktivaci a expanzi klonu T bunûk
specifick˘ch vÛãi pÛvodnû pfiedkládanému antigenu (10).

Charakteristika imunotoxinÛ
Jako imunotoxiny oznaãujeme hybridní molekuly vzniklé navá-
záním úãinného toxinu na molekulu monoklonální protilátky
(MAB = monoclonal antibody) (11). PouÏívané toxiny jsou
zpravidla vysoce ãi‰tûné látky proteinové povahy získávané
z rostlin, plísní nebo bakterií. Toxin je spojen s MAB a po jejím
navázání na specifické struktury na povrchu cílové buÀky je
internalizován do cytosolu. Aby toxin mohl splnit svou funk-
ci, musí b˘t dopraven k ribosomálnímu komplexu, kde bloku-
je proteosyntézu a vede k zániku cílové buÀky. Ke zniãení cílo-
vé buÀky staãí velmi malé mnoÏství imunotoxinu ve srovnání
s pouÏitím samotn˘ch nekonjugovan˘ch MAB. V pokusech in
vitro byly zaznamenány klinické odpovûdi po podání miligra-
mov˘ch dávek nekonjugovan˘ch MAB, zatímco imunotoxiny
byly vysoce úãinné i pfii koncentracích minimálnû o tfii fiády niÏ-

Zdroj Toxin Místo pÛsobení

Rostliny Saporin* 28s podjednotka rRNA

Gelonin*

Momordin*

Trichosantin* 

Abrin**

Ricin**

Viscumin**

Bakterie Difterick˘ toxin Elongaãní faktor EF2

Pseudomonádov˘ exotoxin 

Plísnû Alfa-sakrin 28s podjednotka rRNA

Mitogillin

Restriktocin

* rostlinn˘ toxin jednofietûzcov˘, ** dvoufietûzcov˘.

Tab. 1: Pfiehled nejpouÏívanûj‰ích imunotoxinÛ.

‰ích (11, 12). Teoreticky lze za letální dávku pro cílovou buÀ-
ku povaÏovat jedinou molekulu imunotoxinu, která je po inter-
nalizaci do cytosolu dopravena k ribosomálnímu komplexu.
V˘hodou imunotoxinÛ je rovnûÏ schopnost pÛsobit na klidové
i dûlící se buÀky. PÛsobení imunotoxinÛ není vázáno na bunûã-
n˘ cyklus a nádorové buÀky nacházející se ve fázi Go jsou rov-
nûÏ zasaÏeny (12).
Imunotoxiny byly poprvé popsány poãátkem 80. let. Od té doby
byla izolována celá fiada toxinÛ z rÛzn˘ch rostlin, plísní a bak-
terií. Pfiehled nejpouÏívanûj‰ích toxinÛ ukazuje Tab. 1 (12).
V souãasné dobû nejvíce pouÏívan˘mi jsou A fietûzec ricinu,
pseudomonádov˘ exotoxin a difterick˘ toxin. Mechanismus
úãinku imunotoxinÛ je následující (viz Obr. 1) (12): 
1. Navázání imunotoxinové monoklonální protilátky na spe-

cifické antigenní místo na povrchu cílové buÀky. 
2. Internalizace imunotoxinu do cytosolu endocytózou.
3. Vût‰ina (95%) imunotoxinu je degradována v lyzosomech.
4. âást imunotoxinu (5%) je dopravena v endosomu ke Gol-

giho aparátu a endoplasmatickému retikulu.
5. Od‰tûpení toxinu od MAB a jeho vyplavení do cytosolu.
6. Voln˘ toxin enzymaticky inhibuje proteosyntézu inaktiva-

cí elongaãního faktoru 2 (EF2) nebo 28s ribozomální pod-
jednotky.

Toxiny
Rostlinné toxiny (13) mÛÏeme rozdûlit podle struktury do dvou
skupin. První skupina zahrnuje toxiny s jedním enzymaticky
aktivovateln˘m proteinem, zatímco druhá skupina obsahuje
proteiny se dvûma proteinov˘mi fietûzci A a B. ¤etûzec A má
enzymatickou aktivitu a fietûzec B odpovídá za vazbu a vstup
do buÀky. ¤etûzec B obsahuje galaktózu vázající domény, kte-
ré se váÏí na v‰echny galaktózu obsahující glykoproteiny a gly-
kolipidy, tedy se váÏí v rÛzné mífie na v‰echny savãí buÀky.
Proto je nutné, pfii pouÏívání druhé skupiny toxinÛ, fietûzec
B odstranit nebo pozmûnit. Toto je pfiípad ãasto pouÏívaného
ricinu, u kterého je vyuÏíván pouze fietûzec A, zatímco fietûzec
B je odstranûn (8). Pro obû skupiny rostlinn˘ch toxinÛ je cha-
rakteristické roz‰tûpení 28s podjednotky ribozomální RNA,
coÏ znemoÏÀuje interakci s elongaãním faktorem EF2 (13).
Bakteriální toxiny (pseudomonádov˘ exotoxin a difterick˘
toxin) sestávají z jednoho polypeptidového fietûzce, kter˘ obsa-
huje rÛzné domény pro enzymatickou funkci, vazbu a vstup
do buÀky. Difterick˘ toxin i pseudomonádov˘ exotoxin pÛso-
bí inhibici proteosyntézy prostfiednictvím inaktivace EF2 (14).
Mitogillin, alfa-sakrin a restriktocin jsou plísÀové proteiny
s ribonukleázovou aktivitou. Mají malou molekulu (17 kDa)
a sdílí vysok˘ stupeÀ homologie aminokyselin. Mitogillin

Obr. 1: Mechamismus pÛsobení imunotoxinu (popis v textu).
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a restriktocin byly pfiipraveny rekombinantnû a v pokusech na
my‰ích se jevily v˘hodnû, neboÈ byly pouze slabû imunogen-
ní a mûly pouze nízkou nespecifickou toxicitu. BohuÏel jejich
inhibiãní úãinek na proteosyntézu byl pouze 20-40% ve srov-
nání s A fietûzcem ricinu (12).

Vazba mezi toxinem a monoklonální protilátkou
Spojení toxinu s MAB musí zÛstat neporu‰eno extracelulárnû,
ale musí b˘t labilní intracelulárnû tak, aby mohl b˘t samotn˘
toxin uvolnûn do cytosolu cílové buÀky (8). Tohoto poÏadav-
ku je zpravidla dosahováno disulfidovou vazbou mezi toxi-
nem a MAB (12). Vazba toxinu k MAB musí b˘t vzhledem
k in vivo terapii stabilní v krvi a tkáních. Vzhledem k tomu, Ïe
krev i tkánû obsahují thiolové skupiny, které mohou naru‰o-
vat disulfidové vazby, byla vyvinuta speciální strategie spoãí-
vající v navázání objemn˘ch skupin kolem disulfidové vazby
(8,12). Tímto mechanismem je znaãnû ztíÏeno naru‰ení disul-
fidové vazby a je tak zaruãena vy‰‰í stabilita imunotoxinÛ
v krvi a ve tkáních.

Cílové antigeny
NejdÛleÏitûj‰í vlastností cílového antigenu na povrchu buÀky
je schopnost zajistit internalizaci molekuly imunotoxinu do
cytosolu. Aby byl tento mechanismus úãinn˘, nesmí se imu-
notoxin dostat pouze do lyzosomu, kde je zniãen (14). Proto
je nutné najít takové struktury na povrchu buÀky, které jsou
nejenom internalizovány cestou lyzosomÛ, ale také mecha-
nismem endocytózy. Tímto zpÛsobem jsou napfiíklad interna-
lizovány receptory pro rÛstové hormony, které slouÏí jako
v˘borné terãe pro imunotoxiny (12). Z pohledu internalizace
imunotoxinu je také dÛleÏité umístûní vazebného místa na
extracelulární ãásti proteinu v cytoplasmatické membránû.
Pokud se cílová struktura, na kterou se váÏe MAB imunotoxi-
nu, nachází na extracelulární ãásti membránového proteinu blí-
Ïe cytoplasmatické membrány, je zaji‰tûna lep‰í internalizace
imunotoxinu, neÏ v pfiípadû, kdy se vazebné místo nachází na
distálním konci extracelulární ãásti tohoto proteinu (12). Je
nezbytné, aby se cílov˘ antigen nacházel v˘hradnû na buÀkách
urãen˘ch k likvidaci imunotoxinem a nebyl pfiítomen na ostat-
ních buÀkách. 

NeÏádoucí úãinky imunotoxinÛ
PouÏití imunotoxinÛ in vivo v klinické praxi je omezeno jejich
imunogenicitou a toxicitou. Imunogenicita je problémem
my‰ích monoklonálních protilátek a také samotn˘ch toxinÛ.
Bezprostfiednû po aplikaci se mÛÏe objevit hypersenzitivní
reakce (horeãka, tfiesavka, vyráÏka, anafylaktick˘ ‰ok), zejmé-
na po opakovaném podání. Bûhem 1-3 mûsícÛ vznikají HAMA
(human anti-mouse antibodies = lidské protilátky proti my‰ím
MAB) a dal‰í terapie imunotoxiny pfiestává b˘t úãinná. Potla-
ãení hypersenzitivní reakce je moÏné pomocí imunosupresiv.
Zabránûní tvorby HAMA bylo dosaÏeno tzv. humanizací
MAB, která spoãívá v náhradû molekuly my‰ího imunoglo-
bulinu lidsk˘m, s v˘jimkou hypervariabilní ãásti obsahující
vazebné místo pro cílovou antigenní strukturu, která zÛstává
my‰í 
Protilátky proti toxinÛm vznikají u 30-100% pacientÛ a jejich
dlouhodobé opakované podání je potom minimálnû úãinné
nebo zcela neúãinné. Nejlépe je tato situace prostudována
u A fietezce ricinu, kde se tyto protilátky oznaãují jako HARA
(human anti-ricin antibodies). Jejich vzniku nelze zabránit,
neboÈ po odstranûní imunogenní ãásti toxinu se ztrácí i jeho
úãinnost pfii blokádû proteosyntézy cílové buÀky. 
Limitujícím faktorem imunotoxinÛ je jejich vysoká toxicita,
která má zpravidla uniformní charakter. V klinick˘ch studiích
fáze I byl hlavním faktorem limitujícím eskalaci dávky tzv. vas-
culary leak syndrome (VLS) a hepatotoxicita. VLS je charak-
terizován zv˘‰enou propustností kapilár s únikem tekutin a bíl-
kovin. Klinická manifestace VLS zahrnuje hypoalbuminemii,
edém plic, periferní otoky, perikardiální v˘potek, hypotenzi,

váhov˘ pfiírÛstek a mÛÏe vyústit v kardiopulmonální selhání.
Pfiíãinou VLS je po‰kození endotelu cév toxinem. Napfiíklad
A fietûzec ricinu reaguje s humánním alfa-2 makroglobulinem
a fibronektinem v cévní stûnû a vede k její destrukci. Na my‰ích
modelech k VLS témûfi nedochází, a proto se tato nepfiedvída-
telná toxicita, která limituje eskalaci dávky imunotoxinu, pro-
jevila aÏ bûhem klinick˘ch zkou‰ek fáze I. Na druhou stranu
mírn˘ VLS je Ïádoucí, vzhledem k dopravû imunotoxinu aÏ na
povrch nádorové buÀky v nádorové tkáni. Hepatotoxicita s ele-
vací jaterních enzymÛ je zpravidla reverzibilní, je ãastá zejmé-
na pfii pouÏití pseudomonádového exotoxinu, kter˘ se váÏe na
jaterní buÀky a vede k jejich po‰kození.

Klinické aplikace imunotoxinÛ
Klinické testování imunotoxinÛ bylo zahájeno koncem 80. let.
PouÏití rekombinantních imunotoxinÛ v klinick˘ch studiích
fáze 1 se objevuje v prÛbûhu 90. let. Zatím nejlep‰ích v˘sled-
kÛ bylo dosaÏeno u hematologick˘ch malignit pfii likvidaci
reziduální populace leukemick˘ch nebo lymfomov˘ch bunûk
(15-17). Léãba solidních nádorÛ s velkou nádorovou masou
pomocí imunotoxinÛ nebyla pfiíli‰ úspû‰ná. Je to zpÛsobeno
‰patnou penetrací imunotoxinÛ do loÏiska nádoru, systémo-
vou toxicitou limitující zvy‰ování dávky a vznikem HAMA
a HARA (12). Dal‰í cestou mÛÏe b˘t kombinace imunotoxi-
nÛ s konvenãní protinádorovou terapií. V souãasné dobû jsou
k dispozici preklinické i klinické studie, které prokazují syner-
gní uãinek a bezpeãnost kombinovaného podání imunotoxi-
nÛ s chemoterapií, pfieváÏnû u hematologick˘ch malignit 
(15-17). 
Vzhledem k v˘razné toxicitû in vivo (15-17) byly v posledních
letech hledány zpÛsoby vyuÏití imunotoxinÛ in vitro. Trans-
plantace hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk pfiedstavuje
jeden z pfiíkladÛ in vitro aplikace imunotoxinÛ. âi‰tûní trans-
plantátu od nádorov˘ch bunûk mÛÏe najít uplatnûní v pfiípadû
autologní transplantace u akutní lymfoblastické leukemie, non-
hodgkinského lymfomu, mnohoãetného myelomu (anti-CD19,
anti-CD22 imunotoxiny) a akutní myeloidní leukemie (anti-
CD33 imunotoxin). Jak bylo zmínûno v úvodu, anti-CD25 imu-
notoxin mÛÏe b˘t vyuÏit pro selektivní depleci aloreaktivních
T lymfocytÛ pfii alogenní HSCT, o ãemÏ podrobnûji pojedná-
vá následující sekce. 

Selektivní deplece aloreaktivních T lymfocytÛ
Vysoká specificita anti-CD25 imunotoxinu (IT) umoÏÀuje cíle-
nou likvidaci aloreaktivních T lymfocytÛ in vitro (7). Tímto
zpÛsobem se lze vyhnout toxicitû imunotoxinu spojené s jeho
podáním in vivo. Na základû na‰ich pfiedchozích experimentÛ
se zdrav˘mi HLA-neidentick˘mi dobrovolníky v malém mûfiít-
ku (106 dárcovsk˘ch T lymfocytÛ v MLR) jsme byli schopni
definovat optimální podmínky pÛsobení anti-CD25 IT (8).
Ukázalo se, Ïe jeho podání má maximální úãinek, pokud jsou
nejprve inkubovány buÀky dárce (RC=responder cells) a ozá-
fiené buÀky pfiijemce (SC = stimulator cells) 24 hodin bez IT
a poté je na dal‰ích 24 hodin pfiidán IT v koncentraci 10-8M.
Tímto zpÛsobem lze dosáhnout deplece aÏ 90% aloreaktivních
lymfocytÛ. Pfii pouÏití vy‰‰í koncentrace imunotoxinu dochá-
zí k nespecifické eliminaci ostatních T lymfocytÛ. Pokud se
spoleãnû s IT podá chlorid amonn˘ 10-20mM, kter˘ potencu-
je úãinek IT, lze eliminovat aÏ 99% aloreaktivních bunûk.
Podání samotného chloridu amonného v koncentraci ≤10mM
nemá Ïádn˘ efekt na viabilitu bunûk; >10mM koncentrace vede
ke sníÏení viability bunûk (8). 
Na základû tûchto poznatkÛ jsme pfiistoupili k testování ve
„stfiední“ MLR s 108 RC za stejn˘ch podmínek jako v „malé“
MLR. Podání 10-8M IT spoleãnû s 10mM chloridem amon-
n˘m vedlo k depleci 99,3 % aloreaktivních lymfocytÛ, viabi-
lita v‰ak poklesla na 66%. Dal‰í optimalizací experimentÛ v 5
„stfiedních“ MLR bylo dosaÏeno nejlep‰ích v˘sledkÛ pfii pou-
Ïití dvou 24 hodinov˘ch inkubací: prvé s 10-8M IT a 6mM
NH4Cl, druhé s 0,5x10-8M IT a 6mM NH4Cl. Po prvé 24hodi-



KLINICKÁ ONKOLOGIE 16 3/2003 137

nové inkubaci do‰lo k prÛmûrné depleci 99,2 % (98,6-99,7 %)
aloreaktivních lymfocytÛ, po druhé inkubaci byla zazname-
nána prÛmûrná deplece 99,9 % (99,7-100 %) aloreaktivních
lymfocytÛ pfii zachování více neÏ 70% vitality bunûk a více
neÏ 85 % reaktivitû vÛãi aloantigenÛm od jiného nepfiíbuzné-
ho dárce. Obdobn˘ch v˘sledkÛ bylo dosaÏeno s pouÏitím 1/5
SC pro stimulaci RC, coÏ má praktick˘ v˘znam pro klinickou
studii s anti-CD25 IT u pacientÛ podstupujících alogenní
HSCT, kdy lze pouÏít pouze pûtinu PBMC pfiíjemce ke sti-
mulaci dárcovsk˘ch bunûk. 
Pro úãely klinické studie by bylo racionální pouÏít 107 alode-
pletovan˘ch dárcovsk˘ch T lymfocytÛ /kg hmotnosti pfiíjem-
ce, neboÈ populace zb˘vajících aloreaktivních bunûk bude
<105/kg hmotnosti pfiíjemce, coÏ je dávka zpravidla nezpÛso-
bující tûÏkou GVH nemoc u HLA-identick˘ch pfiíbuzn˘ch alo-
genních HSCT (5,18). Proto jsme testovali „velkou“ MLR
s celkov˘m poãtem 109 RC za optimalizovan˘ch podmínek
nalezen˘ch ve „stfiední“ MLR na tfiech párech zdrav˘ch HLA-
neidentick˘ch dobrovolníkÛ a dvou párech leukemick˘ch paci-
entÛ (jeden pacient s akutní myeloidní leukémií, jeden pacient
s akutní lymfoblastickou leukémií) a jejich HLA-identick˘ch

Obr. 2: Eliminace aloreaktivních T lymfocytÛ se zachováním protileukemického  efektu.
PBMC HLA-identického pfiíbuzného dárce byly 3 dny in vitro stimulovány ozáfien˘mi neleukemick˘mi PBMC pacienta s akutní myeloidní leukémií,
kter˘ podstoupil allogenní HSCT (lev˘ panel). Po aplikaci anti-CD25 IT a NH4Cl do‰lo k > 2log depleci aloreaktivních T lymfocytÛ (stfiední panel),
které si po 3-denní stimulaci pacientov˘mi leukemick˘mi buÀkami zachovávají protileukemickou aktivitu (prav˘ panel). V‰echny panely znázorÀují
populaci Ïiv˘ch dárcovsk˘ch CD3+ T lymfocytÛ. Aktivované CD25+ T lymfocyty jsou znázornûny ãernû. V˘sledky u druhého páru dárce/pacient se
v˘znamnû neli‰ily od znázornûného.

Literatura
1. Horowitz MM. Uses and growth of hematopoietic cell transplantation. In:

Hematopoietic Cell Tranaplantation. 2 ed. Thomas ED, Blume KG,
Forman SJ, eds. Blackwell Science, Inc., Maiden, MA, 2000: 8-15.

2. Mavroudis DA, Dermime S, Molldrem J, et al. Specific depletion of
alloreactive T cells in HLA-identical siblings: a method for separating
graft-versus-host and graft-versus-leukemia reactions. Br J Haematol
1998, 101: 565-570.

3. Ferrara JL, Levy R, Chao NJ. Pathophysiologic mechanisms of acute graft-
vs.-host disease. Biol Blood Marrow Transplant 1999; 5: 347-356.

4. Hill GR, Crawford JM, Cooke KR, et al. Total body irradiation and acute
graft-versus-host disease: the role of gastrointestinal damage and
inflammatory cytokines. Blood 1997; 90: 3204-3213.

5. Marmont AM, Horowitz MM, Gale RP, et al. T-cell depletion of HLA-
identical transplants in leukemia. Blood 1991; 78: 2120-2130.

6. de Gast GC, Gratama JW, Verdonck LF, et al. The influence of T cell
depletion on recovery of T cell proliferation to herpesviruses and Candida
after allogeneic bone marrow transplantation. Transplantation 1989; 48:
111-115.

7. Michálek J, Collins RH, Vitetta ES. The effect of different enhancers on
the ability of an anti-CD25 ricin α chain immunotoxin to deplete cells
which are activated in an MLR. Blood 2000; 96: 312b. 

8. Engert A, Martin G, Amlot P, et al. Immunotoxins constructed with anti-
CD25 monoclonal antibodies and deglycosylated ricin A-chain have
potent anti-tumour effect against human Hodgkin cells in vitro and solid
Hodgkin tumours in mice. Int J Cancer 1991; 94: 450-456.

9. Montagna D, Yvon E, Calcaterra V, et al. Depletion of alloreactive T cells
by a specific anti-interleukin-2 receptor p55 chain immunotoxin does not
impair in vitro antileukemia and antiviral activity. Blood 1999; 93: 3550-
3557.

10. Janeway CA, Travers P, Walport M, Capra JD (eds.) Immunobiology: the
immune system in health and disease. 4-th ed. Garland Publishing. New
York 1999.

11. Multani PS, Grossbard ML. Monoclonal antibody-based therapies for
hematologic malignancies. J Clin Oncol 1998, 16: 3691-3710.

12. Farah RA, Clinchy B, Herrera L, et al. The development of monoclonal
antibodies for the therapy of cancer. Crit Rev Eucaryot Gene Express 1998;
8: 321-356.

13. Barbieri L, Battelli MG, Stirpe F. Ribosome-inactivating proteins from
plants. Biochem Biophys Acta 1993; 154: 237-243.

14. Pastan I, Chaudhary V, Fitzgerald DJ. Recombinant toxins as novel
therapeutic agens. Annu Rev Biochem 1992; 61: 331-342.

15. Schnell R, et al. Clinical trials with an anti-CD25 ricin A-chain experimental
and immunotoxin (RFT5-SMPT-dgA) in Hodgkin’s lymphoma. Leuk
Lymphoma 1998, 30: 525-537.

16. Kreitman RJ, et al. Responses in refractory hairy cell leukemia to
a recombinant immunotoxin. Blood 1999, 94: 3340-3348.

17. LeMaistre CF, et al. Phase I trial of a fusion-protein (DAB389IL-2) in
lymphomas expressing the receptor for interleukin-2. Blood 1998, 91: 399-405.

18. Ho VT. Soiffer RJ. The history and future of T-cell depletion as graft-
versus-host disease prophylaxis for allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation. Blood 2001; 98: 3192-3204. 

dárcÛ. V˘sledky ukázaly prÛmûrnou depleci 99,6 % (99,1-
99,9 %) aloreaktivních T lymfocytÛ, prÛmûrnou viabilitu
74,6 % (68,2-89,7 %) dárcovsk˘ch bunûk a zachování 89,2 %
(72,6-98,3 %) reaktivity vÛãi alogenním PBMC od jiného
nepfiíbuzného dárce nebo vÛãi leukemick˘m buÀkám, v pfií-
padû dvou párÛ pacientÛ a jejich dárcÛ (viz Obr. 2). V˘sled-
ky tûchto experimentÛ ukazují, Ïe anti-CD25 imunotoxin je
schopen specificky eliminovat aloreaktivní CD25+ lymfocy-
ty v klinickém mûfiítku minimálnû o 2log in vitro pfii zacho-
vání viability dárcovsk˘ch bunûk a jejich reaktivity vÛãi jin˘m
aloantigenÛm. Tyto experimenty budou slouÏit jako podklad
pro klinickou studii fáze I zahajovanou poãátkem roku 2003
na Texasské Univerzitû v Dallasu, USA. 

Závûr
Uplatnûní imunotoxinÛ jako vysoce specifické protinádorové
imunoterapie je limitováno pfiedev‰ím jejich toxicitou in vivo.
Nové uplatnûní anti-CD25 imunotoxinu in vitro u pacientÛ
podstupujících alogenní HSCT se jeví jako velmi slibná a úãin-
ná metoda pro eliminaci aloreaktivních T lymfocytÛ a prevenci
GVH nemoci pfii zachování Ïádoucí GVL/GVT reaktivity.


