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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Onkonaza (ranpirnaza) jest biatkiem otrzymywanym z jaj zaby Rana pipiens. Jej dziatanie bio-
logiczne, a zwlaszcza przeciwnowotworowe, jest Scisle zwigzane z aktywnoscia rybonukleazy.
Onkonaza wywotuje $§mier¢ komorki poprzez rozktad wewnatrzkomoérkowego RNA, hamowanie
syntezy biatek, hamowanie wzrostu i proliferacji, a takze selektywna indukcj¢ apoptozy komoérek
nowotworowych. Waznym elementem jej dziatania cytotoksycznego jest takze aktywnos¢ antyok-
sydacyjna. Wyniki badan przedklinicznych potwierdzity duza skutecznos¢ onkonazy w leczeniu
nowotworéw ztosliwych, w tym postaci opornych na inne chemioterapeutyki. Ponadto lek wy-
kazuje synergizm dziatania z wieloma rutynowo stosowanymi cytostatykami. Badania kliniczne
byly prowadzone u pacjentéw chorych na raka nerki, piersi oraz trzustki. Niedawno zakoriczono
badania III fazy z onkonaza u chorych na migdzybtoniaka (mesothelioma). Prowadzone jest tak-
ze badanie I/II fazy w niedrobnokomérkowym raku ptuc.

onkonaza ° rybonukleaza * apoptoza  aktywnosé przeciwnowotworowa

Summary

Onconase (ranpirnase) is a homologous protein obtained from Rana pipiens frog eggs. The ac-
tivity of onconase, and particularly its antitumor effect, is strictly connected with ribonuclease
(RN-ase) activity. Onconase induces cell death through the decomposition of inner cellular RNA,
inhibition of protein synthesis, and inhibition of cell growth and proliferation and it also specifi-
cally triggers tumor cell apoptosis. A very important mechanisms of its cytotoxicity is also its an-
tioxidant activity. The results of preclinical trials demonstrated a high activity of onconase aga-
inst tumor cells, also those resistant to cytostatics. Moreover, onconase showed synergic activity
with other commonly used anticancer drugs. Several clinical trials were performed on patients
suffering from kidney, breast, and pancreatic cancers. Most recently a phase III study of oncona-
se in patients with mesothelioma was completed. There are also ongoing phase I and II clinical
trials with non-small-cell lung cancer (NSCLC).
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Onkonaza (ranpirnaza) jest biatkiem otrzymanym po raz
pierwszy z jaj i zarodkOw zaby Rana pipiens. Jest to bial-
ko o matej masie czasteczkowej (12000 D), zbudowane
z pojedynczego taricucha polipeptydowego (104 amino-
kwasy), bogatego w lizyng [4,40]. Ta stosunkowo niedaw-
no poznana RNAza ma wysoki stopieit powinowactwa do
niektérych RNAz wystgpujacych w organizmie czlowie-
ka, takich jak RNAza trzustkowa, watrobowa, biatko ka-
tionowe eozynofiléw oraz angiogenina.

Pod wzgledem struktury chemicznej onkonaza jest naj-
mniejsza rybonukleazg nalezaca do rodziny rybonukleaz
trzustkowych [39]. Jej dziatanie biologiczne, a zwlaszcza
przeciwnowotworowe, jest scisle zwiazane z aktywnoscia
enzymatyczng czasteczki.

AKTYWNOSE RYBONUKLEAZ

RNAzy odgrywaja bardzo istotna role jako mediatory reak-
cji wewnatrzkomoérkowych wywotanych przez cytokiny, ta-
kie jak interferon o/f1 (IFN-o/f1). IFN aktywowany przez
podwdjny taricuch RNA (dsRNA) wirusa, indukuje synte-
taze 2’-5’-oligoadenylowa. W rezultacie zostaje aktywo-
wana wewnagtrzkomoérkowa RNAza L, ktéra moze rozkta-
da¢ RNA rybosomalne oraz inne typy RNA komdrkowego.
Jednoczesnie, kinazy indukowane przez IFN hamuja synteze
bialek przez zablokowanie wigzania tRNA z rybosomami.

Dimery rybonukleaz moga powodowaé rozktad dsRNA
[23]. Onkonaza moze, podobnie do innych RNAz, tworzy¢

aktywne biologicznie dimery, zdolne rozktada¢ dsRNA
[58]. Mozliwy jest rowniez synergizm dziatania IFN i on-
konazy [53].

IMECHANIZM DZIALANIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO ONKONAZY

Onkonaza wigze si¢ z komérkami docelowymi przez recep-
tory i wnika do ich cytoplazmy. Powoduje $mier¢ komorki
poprzez rozktad wewnatrzkomérkowego RNA, hamowanie
syntezy biatek, hamowanie wzrostu i proliferacji komoérki
[57]. Udowodniono zdolno$¢ onkonazy takze do wywo-
lywania apoptozy komérek nowotworowych [15] (ryc. 1).

Hamowanie syntezy bialek

Cytotoksycznos¢ onkonazy jest zwigzana m.in. z hamowa-
niem syntezy biatek, co odbywa si¢ przez rozktad tRNA.
Niektére mechanizmy wewnatrzkomoérkowego dziatania
tego enzymu nie moga by¢ jednak ttumaczone tylko degra-
dacja tRNA [48]. Prawdopodobnie istotne znaczenie ma
tu wptyw onkonazy na inne rodzaje komérkowego RNA.
Uwaza sig, ze celem jej dziatania moze by¢ iRNA (interfe-
rencyjne RNA) — maty fragment RNA (18-24 kpz), wyka-
zujacy funkcje regulatorowe w komorce. Badania wskazu-
ja, ze siRNA (mate interferencyjne RNA, small interfering
—RNA), jest bardzo wczesnym czynnikiem uczestniczacym
w procesie indukcji i progresji nowotworu. Rozktadajac
mate, niechronione przez biatka fragmenty RNA (zblizo-
ne do tRNA) onkonaza powoduje zmiany w ekspresji ge-
néw. Badania in vitro wykazaty preferencje tej RNAzy do
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Ryc. 1. Mechanizm dziatania onkonazy
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rozszczepiania tancuchéw rybonukleotydowych w miej-
scach UG i GG [50], podczas gdy homologiczne RNAzy
trzustkowe nie wykazuja w swoim dziataniu przewagi roz-
szczepiania fragmentéw G. Ten mechanizm moze by¢ od-
powiedzialny za hamowanie proliferacji komérek nowo-
tworowych oraz ich §mieré¢ w mechanizmie apoptozy [1].
Uszkodzenia RNA powodowane przez ranpirnazg zapo-
czatkowuja taricuch zmian molekularnych, ktérych kulmi-
nacja jest aktywacja kaskady kaspaz, czego nastgpstwem
jest dezintegracja komorki [13].

Aktywnos¢ antyproliferacyjna

Onkonaza wplywa takze na przekazywanie wewnatrzko-
morkowych sygnatéw regulujacych wzrost i Smieré komo-
rek nowotworowych. Cytostatyczne dziatanie onkonazy jest
spowodowane hamowaniem cyklu komérkowego w fazie
G1, co stwierdzono w badaniach na liniach komérkowych
COLO 320DM (gruczolakorak jelita grubego), A-253 (rak
ptaskonablonkowy slinianki), HL-60 (komorki biataczki
promielocytowej) [8] oraz przez hamowanie ekspresji cy-
kliny D3 (komoérki chloniaka histiocytowego, linii U937)
[15,21]. W odréznieniu od zdrowych komérek, ktoére w fa-
zie spoczynkowej, charakteryzujacej si¢ niskim poziomem
RNA, moga pozostawaé przez dowolnie dtugi okres cza-
su, komorki nowotworowe pozostajace w fazie spoczyn-
kowej cyklu komérkowego w krétkim czasie traca swoja
zywotnos¢ i ulegaja apoptozie [5,49].

Juan i wsp. [21] prowadzili badania majace na celu ustale-
nie mechanizméw hamowania cyklu komérkowego przez
onkonazeg. W komérkach linii U937 traktowanych tym le-
kiem okreslano poziomy cyklin D3, E oraz inhibitoréw ki-
naz cyklinozaleznych (CKI) — p16, p21 i p27, w zalezno-
Sci od fazy cyklu komérkowego. Jednoczes$nie okreslano
stopien fosforylacji biatka retinoblastomy (pRb). Komérki
inkubowane z onkonaza w stezeniu 170 nM przez 24 go-
dziny i dtuzej pozostawaty zatrzymane w fazie G1 cyklu
komoérkowego. Wigzato sig to ze spadkiem aktywnosci cy-
kliny D3 (przy niezmienionym poziomie cykliny E), oraz
wzrostem aktywnosci wszystkich trzech CKI. Prowadzito
to do zmniejszenia fosforylacji pRb komoérek zatrzyma-
nych w fazie G1. W komoérkach znajdujacych si¢ w innej
fazie cyklu komérkowego (S, G,/M) fosforylacja pRb byta
prawidtowa. Cytostatyczne dziatanie onkonazy wydaje si¢
wigc spowodowane zahamowaniem ekspresji cykliny D3,
zwigkszona ekspresja p16, p21, p27, co powoduje zmniej-
szenie fosforylacji pRb podczas fazy GO/1 i zatrzymanie
cyklu komérkowego w punkcie restrykcyjnym, pod kon-
trola cyklin Cdk4/6 oraz D.

Badania przeprowadzone przez Hsieha i wsp. [18] miaty na
celu okreslenie wptywu onkonazy na zmiany poziomu i we-
wnatrzkomoérkowej dystrybucji jadrowego czynnika trans-
krypcyjnego NF (nuclear factor) kappa B (NF-xB) oraz
biatka regulatorowego cyklu komérkowego Rb, w hodow-
li komorek ostrej biataczki T-komoérkowej Jurkat SN oraz
BaM. W obu typach komoérek poziom ekspresji NF-kB
ulegt zmniejszeniu o 20 i 50%. Catkowity poziom biatka
Rb umiejscowionego w jadrze nie zmniejszyt si¢ w ko-
morkach SN, obserwowano natomiast wzrost liczby hipo-
i hiperfosforyzowanych postaci tego biatka. W przypadku
komoérek Jurkat BaM catkowity poziom biatka Rb zostat
zmniejszony do poziomoéw ledwo wykrywalnych. Wynika

z tego, ze obserwowane zmiany ekspresji biatek NF-xB
i Rb zaleza od swoistego dla danych komdrek dziatania
przeciwnowotworowego onkonazy.

Tsai i wsp. [52] badali wptyw dawki oraz czasu dziata-
nia onkonazy, na wzrost komoérek Jurkat SN. Najwigksze
zahamowanie proliferacji komérek byto obserwowane 72
1 96 godzin po podaniu onkonazy. Najbardziej obiecujace
wyniki otrzymano przy zastosowaniu najwigkszej dawki
(10 pg/mL) tego biatka. Zmniejszenie proliferacji komor-
kowej byto spowodowane przez spadek aktywnosci biatka
Rb oraz indukcj¢ apoptozy. Nie byto natomiast zwiazane
ze zmiang liczby komérek znajdujacych si¢ w poszczegdl-
nych fazach cyklu komérkowego. Analizy biochemiczne
ujawnily, ze wzrost dziatania supresyjnego, byt powiazany
ze zmniejszeniem ekspresji oraz wewnatrzkomorkowego
rozmieszczenia NF-xB, czynnika transkrypcyjnego funk-
cjonalnie zwigzanego z przezyciem komérek. Zwigkszenie
supresji jest poprzedzane przez zmniejszenie aktywnosci
czynnika NF-kB przez onkonazg.

Wysunigto hipoteze, ze komérkowa lokalizacja i aktyw-
nos¢ NF-kB, moze mie¢ istotne znaczenie dla komorko-
wej odpowiedzi na dziatanie onkonazy [52]. Wzrost efek-
tu jej dzialania byl obserwowany w komérkach Jurkat
BaM, z dominujacym negatywnym genem inhibitoréw
IxB. Wzrost dziatania supresyjnego ranpirnazy w komor-
kach BaM byt bardziej widoczny, niz we wczesniej bada-
nych komoérkach SN, jednoczesnie nie uwidoczniono zmian
liczby komérek w poszczegdlnych fazach cyklu komérko-
wego. Zaobserwowano roéwniez znaczne zmniejszenie ak-
tywnosci NF-kB w komoérkach BoaM. Zjawisko to suge-
ruje, ze czynnik transkrypcyjny, ktéry w tych komérkach
chroniony jest przed dysocjacja spowodowana inhibitorami
IxB, jest bardziej podatny na rozktad spowodowany dzia-
faniem onkonazy [52]. Wyniki te wskazuja, ze w przypad-
ku ostrych biataczek T-komdrkowych, antyproliferacyjne
i proapoptotyczne dziatanie onkonazy jest w duzym stopniu
determinowane przez czynnik NF-kB i jego metabolizm.

Indukcja apoptozy

Onkonaza indukuje zaprogramowang $§mier¢ komorki czy-
li apoptoze. Apoptoza zapoczatkowana przez czynnik mar-
twicy nowotworéw o (TNF-v), jest spowodowana przez
inhibitory syntezy biatek. Badania przeprowadzone przez
Deptate 1 wsp. [9] poréwnywaly wzrost i zywotnos¢ kolo-
nii komérek U937, po inkubacji z onkonaza lub TNF-a. Po
72 godzinach stwierdzono dwukrotnie wolniejszy wzrost
komorek oraz zwigkszenie odsetka komoérek martwych,
w poréwnaniu z kontrola. Polaczenie dzialania ranpirna-
zy i TNF-o spowodowato catkowite zahamowanie wzrostu
i $mier¢ 54% komorek. Stwierdzono réwniez, ze w przypad-
ku komérek biataczkowych HL-60 inkubowanych z onko-
naza, TNF-o lub przeciwcialem anty-CD95 (FasL), odsetek
komérek apoptotycznych byt wigkszy w przypadku 24 go-
dzin preinkubacji z tym biatkiem. Mechanizm, dzigki ktére-
mu lek ten wzmacnia dziatanie TNF-o, moze by¢ zwiazany
z supresja ekspresji genéw odpowiedzialnych za przezycie
komorki i zaleznych od aktywnosci czynnika NF-xB [9].

Cytotoksyczne dziatanie lekéw przeciwnowotworowych,
moze by¢ modyfikowane przez czynnik NF-xB aktywowany
przez wolne rodniki tlenowe (ROI). Ardelti wsp. [2] ocen
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wplyw onkonazy na wewnatrzkomérkowy poziom nadtlen-
ku wodoru (H,0,) w wybranych liniach komérek nowotwo-
rowych. W komérkach tych stwierdzono istotnie obnizony
poziom H,0O,. Dziatanie takie jest zalezne od enzymatycznej
aktywnosci onkonazy i wiaze si¢ z przyspieszeniem rozktadu
wolnych rodnikéw. Nie jest jednak do korica poznany mecha-
nizm, dzigki ktéremu onkonaza wptywa na wolne rodniki.

Onkonaza obniza poziom ROI zaréwno w komérkach nowo-
tworowych jak i w innych liniach komérkowych [3]. Zalezy
to od rybonukleotycznej aktywnosci enzymu, powoduja-
cej zaréwno zmniejszenie poziomu ROI, jak i zwigksze-
nie ich degradacji. Onkonaza zmniejsza potencjat migdzy-
btonowy mitochondriéw i w konsekwencji poziom ATP.
Jednoczesnie obniza si¢ ekspresja biatka antyapoptotyczne-
go Bcl-2, zwigksza si¢ natomiast ekspresja proapoptotycz-
nego biatka Bax. Aktywno$¢ antyoksydacyjna onkonazy,
moze by¢ waznym elementem jej aktywnosci cytotoksycz-
nej przeciw komoérkom nowotworowym.

Onkonaza, w odréznieniu od innych chemioterapeutykow,
nie wymaga udziatu supresorowego biatka p53 do wywo-
fania Smierci komorki. Jest to istotne, gdyz w komorkach
nowotworowych czgsto jest wytwarzane nieaktywne biatko
P53, a to moze zmniejszac aktywnos¢ cytotoksycznag [19].

Aktywnos¢ w nowotworach wykazujacych opornosé
wielolekowa

W innych badaniach [32] potwierdzono, ze onkonaza wy-
kazuje aktywnos$¢ w przypadku nowotworéw wykazuja-
cych wielolekowa opornosé, ktéra jest gtéwna przyczyna
niepowodzenia chemioterapii systemowej. Michaelis i wsp.
[32] zbadali wptyw onkonazy na wzrost neuroblastoma.
Badano zywotnos$¢ komérek neuroblastoma chemiowraz-
liwych oraz chemioopornych, wykazujacych duza eks-
presje glikoproteiny P (P-gp) oraz brak ekspresji biat-
ka p53. Onkonaza wykazywata dziatanie apoptotyczne,
hamowata cykl komérkowy i wzrost obu typéw komo-
rek neuroblastoma niezaleznie od ekspresji P-gp i muta-
cji genu P53. Udowodniono aktywno$¢ onkonazy w opor-
nych na chemioterapi¢ nowotworach wieku dziecigcego
— neuroblastoma i rhabdomyosarcoma [32,46].

W badaniach in vitro i in vivo Rybak i wsp. [47] wykazali
synergistyczne dziatanie onkonazy i winkrystyny na ko-
morki nowotworowe chemiooporne z powodu duzej eks-
presji P-gp. Jednoczesnie nie zaobserwowali oni synergi-
zmu dziatania winkrystyny i onkonazy na oporne na leki
komorki neuroblastoma.

Onkonaza wykazuje synergizm dziatania z wieloma lekami
przeciwnowotworowymi. Wspotdziatanie z cisplatyna, do-
ksorubicyna, winkrystyna, tamoksifenem, trifluoperazyna,
IFN-a i -B, TNF-o czy FasL moze miec istotne znaczenie
w terapii nowotworéw wykazujacych pierwotng lub wtor-
na chemioopornos¢ [9,33,37,38,46,47,53].

Selektywnosé dzialania przeciwnowotworowego
onkonazy

Mechanizm powodujacy obserwowang selektywnos¢ dzia-
tania onkonazy na komoérki nowotworowe nie jest zna-
ny. Rybonukleazy o podobnej budowie wiaza si¢ czesciej

z komérkami nowotworowymi, niz prawidlowymi. By¢ moze
jest to spowodowane réznica w budowie sialoglikopeptydéw
btony komdrkowej [42,43]. Inng przyczyng moze by¢ zwigk-
szona w poréwnaniu z komérkami zdrowymi, przepuszczal-
nos¢ btony komérkowej komérek nowotworowych dla makro-
czasteczek, takich jak rybonukleazy [11]. Prawdopodobnie,
selektywne przeciwnowotworowe dzialanie onkonazy wy-
nika zaréwno z wtasciwosci samych komoérek nowotworo-
wych, jak i z wptywu tej substancji na metabolizm RNA
i biatek. Wydaje sig, ze onkonaza normalizuje efekty nad-
miernej ekspresji podstawowych biatek regulatorowych w cy-
klu komérkowym komdrek nowotworowych, jednoczesnie
nie powodujac zmian w cyklu komérek prawidtowych [15].

AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA — BADANIA PRZEDKLINICZNE
IN VITRO

Badania in vitro prowadzone na réznych liniach ludzkich
komérek nowotworowych, wykazaty r6zna aktywnos¢ on-
konazy. Znaczaca aktywnos¢ cytotoksyczna leku wykaza-
no w stosunku do linii komdrkowych raka pecherza (T-24),
raka ptaskonabtonkowego §linianki (A-253), raka okr¢znicy
(COLO-320 DM), czerniaka (LOX), glejaka wielopostacio-
wego (U373MG), raka ptaskonabtonkowego ptuc (HT-520),
biataczki szpikowej (HL-60), erytroleukemii (K-562), raka
nerki (CAKI-1 i ACHN) czy linii wywodzacych si¢ z raka
piersi (MCF7/ADR-RES, HS-578T czy T47D). Mala ak-
tywnos¢ in vitro onkonaza wykazywata dla linii raka jaj-
nika (NIH OVCAR-3), raka okr¢znicy (HT-29), raka ptuc
(A-549), rdzeniaka (TE-671) i raka trzustki (ASPC-1). Brak
aktywnosci przeciwnowotworowej onkonazy dla linii pra-
widtowych fibroblastéw: ludzkich (GM-7306 i GM-2374)
i myszy (L929), keratynocytéw oraz limfocytéw krwi ob-
wodowej [8,15,16,28,29,31, 32,33,37,38,46,47] (tabela 1).

Ustalono takze, ze onkonaza zwieksza wrazliwos¢ komo-
rek nowotworowych oraz komoérek srédbtonka CCL-209 na
napromienianie [29,31]. Wykazano zmiany w parametrach
fizjologicznych komérek nowotworowych, takich jak we-
wnatrzkomérkowe pO, i pH. Trwajaca 24 godziny inkuba-
cja z onkonaza, poprzedzajaca radioterapig (100-500 radéw),
byta konieczna do zahamowania cyklu komdrkowego w fa-
zie spoczynkowej G, [31]. Po podania onkonazy w infuzji do
komorek guza LS174T obserwowano spadek cisnienia ply-
nu wewnatrzkomérkowego z okoto 10 do 3 mm Hg w prze-
ciagu 2 minut. Udowodniono réwniez, ze onkonaza w dawce
5-10 pg/ml uwrazliwiata in vitro komérki nowotworowe linii
A549 na dzialanie radioterapii [28]. Na podstawie licznych
doswiadczen wysnuto wniosek, ze onkonaza petni rolg adiu-
wantu w przypadku radioterapii i chemioterapii [28,29,31].

W doswiadczeniach prowadzonych in vitro na komérkach
ludzkiego migdzybtoniaka (mesothelioma), badano row-
niez efekt terapeutyczny onkonazy [44,45]. Jest ona jed-
nym z niewielu chemioterapeutykéw o matej toksycznosci
i dziataniach niepozadanych, ktérych efekt przeciwnowo-
tworowy byt badany u chorych na ten nowotwor ztosliwy.
Badania in vitro wykazaly, ze onkonaza indukuje apoptoze
komoérek miedzybtoniaka. Oceniano réwniez wptyw eks-
presji fosfatydyloinozytolo-3-kinazy/Akt (PI3-K/Akt) na
aktywnos$¢ onkonazy przeciw komérkom mesothelioma.
Komoérki z najwyzsza aktywnoscia Akt, ktéra zwigzana jest
z prezentacja antygenéw wirusa SV40 na limfocytach T,
wykazywaty najwigksza opornos¢ na terapig. (

serwowal

(
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Tabela 1. Aktywnosc cytotoksyczna i hamowanie wzrostu przez onkonaze dla réznych linii komdrkowych

Inaczaca aktywnos¢

Mata aktywnos¢

Brak aktywnosci

T-24 komorki raka pecherza

NIH OVCAR-3 komérki raka jajnika

GM-7306&GM2374 prawidtowe fibroblasty
ludzkie

A-253 komérki raka ptaskonabtonkowego
Slinianki

HT-29 komérki raka okreznicy

1929 prawidtowe komérki myszy

(0LO-320 DM komdrki raka okreznicy

A-549 komérki raka ptuca

prawidtowe keratynocyty

LOX komorki czerniaka

TE-671 komérki rdzeniaka

prawidtowe limfocyty*

U373MG komérki glejaka wielopostaciowego

ASPC-1 komorki raka trzustki

HT-520 komorki raka pfaskonabtonkowego
ptuc

HL-60 komarki biataczki

K-562 komarki biataczki

CAKI-1 komorki raka nerki**

ACHN komdrki raka nerki**

MCF7/ADR-RES komdrki raka piersi**

HS-578T komorki raka piersi**

TA7D komorki raka piersi**

* Aktywnosc stwierdzona tylko przy duzych dawkach onkonazy (ranpirnazy) (1 pM i wyzsze).

**Wyniki National Cancer Institute (NCI) Cancer Screen.

wspoétdziatanie migdzy inhibitorem PI3-K i onkonaza w in-
dukowaniu Smierci komorek mesothelioma [44,45].

Ramos-Nino i wsp. [44] badali dziatanie onkonazy w po-
faczeniu z rosiglitazonem (nowy lek przeciwcukrzycowy),
inhibitorem szlaku PI3-K/AKT, przeciw kilku liniom ko-
morek nowotworowych. Wykazano synergistyczne dziata-
nie tych lekéw ze zmniejszeniem zywotnosci i wzrostem
apoptozy komoérek nowotworowych, z towarzyszacym ob-
nizeniem ekspresji biatek Fra-1 i surwiwiny.

Najnowsze doswiadczenia z uzyciem linii komérkowych
r6znych nowotwordw, udowodnity synergizm dziatania on-
konazy i cefarantyny, alkaloidu otrzymanego z Stephania
cepharantha hayata [20]. Mate dawki zaréwno onkonazy
jak i cefarantyny spowalniaty wzrost komorek biataczki
promielocytowej HL-60, chtoniaka U937, szpiczaka mno-
giego RPMI-8228, raka prostaty DU 145 oraz gruczola-
koraka LNCaP, jednak bez wptywu na zdolnos¢ prolife-
racji komoérek nowotworowych. Catkowite zahamowanie
wzrostu komoérek wszystkich linii nowotworowych nasta-
pito po potaczeniu obydwu lekéw. Zwigkszeniu ulegat tez
efekt proapoptotyczny. Mechanizm synergizmu dziatania
przeciwnowotworowego onkonazy i cefarantyny nie jest
w pelni poznany, chociaz wiadomo, ze obydwa leki dzia-
taja hamujaco na czynnik transkrypcyjny NF-xB [20].

Istnieja doniesienia, ze tagodna hipertermia zwigksza dzia-
tanie onkonazy, predysponujac komoérki nowotworowe do
apoptozy. Halicka i wsp. [14] badali wptyw tagodnej hi-
pertermii na aktywnos$¢ przeciwnowotworowa onkonazy.
Komérki ludzkiego TK6 lymphoblastoid poddano dziataniu

2 lub 5 pg/ml onkonazy w temperaturze 40°C przez 24 lub
48 godziny, zwigkszajac w ten sposéb apoptoze tych ko-
morek o 64-200% w poréwnaniu z hodowlami w 37,5°C.
Zwigkszeniu apoptozy towarzyszyla aktywna kaspaza 3.
W hodowlach kontrolnych (bez leku) w temperaturze 40
i 37,5°C indeks apoptozy byt podobny.

BADANIA PRZEDKLINICZNE IN VIVO NA MODELACH ZWIERZECYCH

Mikulski i wsp. [34] badali aktywnos¢ przeciwnowotwo-
rowa onkonazy u myszy z implantowanymi dootrzewnowo
komérkami M 109 raka ptuca. Lek podawano w dawkach
6—80 ug, codziennie lub wedtug szesciu réznych rozkta-
dow tygodniowych. Czas przezycia i pojawienia si¢ wo-
dobrzusza byt statystycznie znaczaco diuzszy u myszy le-
czonych onkonaza niz w grupie kontrolnej. Wigkszy efekt
przeciwnowotworowy i wyraznie dtuzsze przezycie (row-
niez dtugoterminowe) obserwowano u zwierzat, u ktérych
onkonaze podawano raz w tygodniu.

Przeprowadzili réwniez badania na myszach z wszczepiony-
mi komérkami A-253 ludzkiego raka ptaskonabtonkowego
Slinianki. Dziatanie onkonazy poréwnywano z dziataniem
obojetnego roztworu soli. Onkonaze w dawce 16 ug poda-
wano Srodotrzewnowo przez 8 lub 16 dni. Wsréd transfe-
kowanych myszy leczonych przez 16 dni wystapita wigk-
sza, przewaznie odwracalna, toksycznos¢. Zaobserwowano
znaczace wydtuzenie czasu przezycia grupy badanej, w po-
réwnaniu z czasem przezycia w grupie kontrolnej [8,38,46].

Onkonaza byta takze podawana dootrzewnowo w rdz-
nych dawkach, w czterech grupach myszy trai

KOowany
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komorkami raka jajnika OVCAR-3 [38,46]. Onkonaza op6z-
niata narastanie zwiazanego z nowotworem wodobrzusza, ale
nie miata znaczacego wplywu na wydtuzenie czasu przezycia.

Efektywnos¢ terapeutyczna onkonazy podanej samodzielnie
lub w potaczeniu z cisplatyna lub karboplatyna obserwowano
zaréwno w modelu in vivo jak 1 in vitro ludzkiego raka nie-
drobnokomoérkowego ptuc A549 [27]. Onkonaza hamowata
wzrost komoérek nowotworowych (IC50=1 pg/ml). Podczas
jednoczesnego podania cisplatyny i onkonazy przez 24 go-
dziny obserwowano wzrost skutecznosci dziatania cispla-
tyny. Podobnie w przypadku podania cisplatyny przed on-
konaza. Efektywnos¢ cisplatyny zmniejszata si¢ natomiast
gdy lek byt podawany po onkonazie. Podobne wyniki dawa-
fa terapia skojarzona z karboplatyna. Onkonaza w dawce 10
pg/ml opdzniata wzrost komérek A549 o 15 dni. Ciplatyna
w dawce 5 mg/kg zwalniata rozrost o 7 dni w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Skojarzenie obydwu lekéw opdzniato
wzrost guza o 25 dni. Zaobserwowano spadek masy ciata
0 10-15%, powr6t do poziomoéw wyjsciowych nastgpowat
po 7 dniach od zakoriczenia leczenia. W trakcie badania mo-
nitorowano wptyw onkonazy na perfuzj¢ nerek i guza wy-
korzystujac metode rezonansu magnetycznego (MR) z kon-
trastem (Gd-DPTA). Czas relaksacji T1 w rdzeniu i korze
nerek byt obnizony 1-2 dni po leczeniu i wracat do wartosci
prawidlowych po 4—-8 dniach od zakoriczenia leczenia [27].

Lee i wsp. [25,30] w swoich doswiadczeniach in vitro i in
vivo poréwnywali dziatanie r6znych dawek onkonazy na
komérki raka ptuca A549. W koloniach komérkowych
ranpirnaza hamowata wzrost nowotworu, nie powodujac
uszkodzenia komorek nienowotworowych (HLF-1 fibrobla-
stow ptucnych). Mate dawki onkonazy znaczaco wydtuzaty
okres opdZnienia wzrostu komoérek nowotworowych A549,
zwigkszaty réwniez in vivo apoptozg komérek z 0,5+0,3%
do 70,1£1,1%. Mate dawki ranpirnazy byty bardziej sku-
teczne niz jednorazowe podanie duzej dawki dla zahamo-
wania wzrostu guza, wywolujac znamiennie mniej dzia-
an niepozadanych [25,30].

Badania przeprowadzone przez Rybaka i wsp. [47] in
vitro 1 in vivo na myszach z wszczepionymi komérkami
raka okreznicy HT-29 wykazaty synergistyczne dziatanie
przeciwnowotworowe onkonazy i winkrystyny, przeciw
komoérkom HT-29 wykazujacym ekspresje genu MDR-1,
odpowiedzialnego za opornos¢ wielolekowa. Leczenie to
zwigkszato istotnie czas przezycia myszy. Zahamowanie
wzrostu komoérek i cytotoksycznos¢ terapii skojarzonej
w tych komérkach byty zblizone do dziatania samej win-
krystyny na komorki guza wrazliwe na chemioterapig
(MDR-1). Mechanizm, dzigki ktéremu onkonaza pokonu-
je opornos¢ wiazana z wystgpowaniem genu MDR-1 w ko-
morkach linii HT-29 nie jest jeszcze znany.

Mikulski 1 wsp. [33] przeprowadzili do§wiadczenia in vivo
na dwéch modelach badawczych: pierwszym — po wsz-
czepieniu myszom podskérnie komoérek raka piersi MDA-
MB-231 i drugim — po dozylnym podaniu myszom komérek
raka piersi MDA-MB-231. Stwierdzono synergizm dziatania
onkonazy i doksorubicyny [33]. W obydwu modelach po-
dawano onkonaz¢ w dawce 2,5 mg/kg srodotrzewnowo dwa
razy w tygodniu przez 3 tygodnie. Doksorubicyna (5 mg/
kg) byta podawana dozylnie w tych samych dniach. Terapia
skojarzona w obu modelach hamowata wzrost nowotworu

w znacznie wigkszym stopniu niz leki podawane osobno.
Czas przezycia w przypadku chemioterapii faczonej wydtu-
7yt si¢ znaczaco. Mediana przezycia, w poréwnaniu z gru-
pa kontrolna (58 dni) dla onkonazy wynosita 72 dni, dla
doksorubicyny natomiast 76 dni. W przypadku jednocze-
snego podania obu lekéw mediana przezycia wynosita 187
dni. Przezycie dlugoterminowe wynosito 30%.

Newton i wsp. [41] przeprowadzili badania in vitro i in vivo
wskazujace na przeciwnowotworowa aktywnos¢ onkona-
zy kowalencyjnie zwigzanej z przeciwciatem anty-CD22
(LL2). W warunkach in vitro LL2 zwigkszato aktyw-
nos¢ i swoisto$¢ onkonazy przeciw komérkom chtoniaka
Daudi Burkitt, réwnoczesnie zmniejszajac ogélnoustrojo-
wa cytotoksycznos$¢ leku. Ekspozycja komérek Daudi na
LL2-onkonaz¢ przez 1 godzing powodowata Smier¢ kolonii
komorkowych. Aktywnos¢é przeciwnowotworowa zostata
potwierdzona w do§wiadczeniach na myszach z wszczepio-
nymi komérkami chtoniaka Daudi. Po podaniu §rédotrzew-
nowym 100 mg LL2-onkonazy w 5-dniowej kuracji, czas
przezycia z chorobg resztkowa ulegt wydtuzeniu o 200%.
Dtlugos¢ przezycia myszy z rozsianym chtoniakiem (z po-
stacig bialaczkowa) wydtuzyta si¢ o 135%.

Badano takze in vitro i in vivo wptyw onkonazy na wrazli-
wos¢ komorek raka pluca A549 na radioterapig [22,26,51].
Znaczacy wzrost efektywnosci radioterapii obserwowano
u myszy, ktérym podawano onkonaze na dwie godziny przed
rozpoczeciem napromieniania. Wielko$¢ guza ulegata o 50%
wigkszej redukcji w stosunku do myszy poddawanych tylko
radioterapii. Onkonaza zwigksza wrazliwo$¢ na radioterapie
poprzez kilka mechanizméw komdrkowych. Prawdopodobnie
hamuje ona naprawg subletalnych uszkodzen (SLDR) w ko-
morkach nowotworowych, zwigksza utlenowanie we krwi
przeplywajacej przez guz, zwigksza przeptyw krwi, hamuje
wykorzystanie tlenu przez komorki nowotworowe oraz indu-
kuje apoptoz¢ komérek guza [22,24,26,28,51].

BADANIA KLINICZNE Z ONKONAZA

Onkonaza, jako pierwsza rybonukleaza, zostata dopusz-
czona do badan klinicznych u pacjentéw onkologicznych
[6,12]. Badania kliniczne byty prowadzone u pacjentéw
chorych na raka nerki, niedrobnokomérkowego raka ptuc,
trzustki, piersi oraz mesothelioma [6,7,12,46].

W badaniach klinicznych I fazy u pacjentéw chorych na
mesothelioma [36], okreslono maksymalna dobrze to-
lerowana dawke onkonazy na 960 pg/m? (zakres dawek
60-960 pg/m?), przy tej dawce nie wystgpowaty objawy
niepozadane. Toksycznymi objawami, ktére wystgpowaty
po przekroczeniu dawki maksymalnej, byty: proteinuria
z lub bez azotemii, obrzgki, ostabienie. Rzadziej wystg-
powatly objawy, takie jak: zawroty glowy, zaczerwienienie
twarzy, brak apetytu, béle migsni. Onkonaza nie wykazy-
watla natomiast dziatania mielosupresyjnego, kardiotok-
sycznego, hepatotoksycznego. Nie powodowata réwniez
lysienia, zapalenia bton §luzowych, koagulopatii, czy in-
nych objawéw metabolicznych. Onkonaza byta zazwyczaj
dobrze tolerowana przez pacjentow i wykazywata niewiel-
kie, odwracalne dziatania niepozadane [12,36].

W badaniach II fazy u pacjentéw ze zdiagnozowana nie-
operacyjna i progresywna postacia mesotheliona, ocenial
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dziatanie r6znych dawek onkonazy w monoterapii [35].
Pierwszorzegdowym punktem koficowym byt czas przezy-
cia, drugorzgdowym punktem koncowym byta odpowiedZ
guza na leczenie i czas do progresji choroby. Do badan zo-
stato wlaczonych 105 pacjentéw. Uzywajac kryteriow pro-
gnostycznych The Cancer and Leukemia Group B (CALGB)
[17], okreslono grupy pacjentéw jako TTG (treatment tar-
get group) i ITT (intent-to-treat), analizujac czas przezycia
w obu grupach. Zaobserwowano Sredni czas przezycia 6 mie-
sigcy w grupie ITT i 8,3 miesiaca u pacjentéw nalezacych
do grupy TTG. Wsréd pacjentéow nalezacych do ITT roczny
idwuletni okres przezycia obserwowano u odpowiednio: 34,3
i 21,6% chorych. W grupie TTG okres przezycia rocznego
i dwuletniego wynosit odpowiednio: 42 1 26,8% pacjentéw.
U 81 pacjentéw stwierdzono odpowiedZ guza na leczenie,
u czterech czgsciowa odpowiedZ, dwoch miato stwierdzona
minimalna odpowiedz na leczenie. U 35 chorych stwierdzo-
no stabilizacjg wczesniej progresywnej choroby. Pacjenci ze
stwierdzona regresja badz stabilizacja choroby, mieli istotnie
przedhuzony czas przezycia. Onkonaza byta dobrze tolerowa-
na przez wigkszos$¢ chorych. Podczas badan nie stwierdzono
zgonéw zwiazanych z toksycznoscia leku [35].

W 1I fazie badar klinicznych oceniano réwniez dziatanie
onkonazy u chorych z przerzutowym, zaawansowanym ra-
kiem nerki [55]. W badaniach uczestniczylo 14 pacjentéw,
wszyscy byli wezesniej poddawani immunoterapii, trzech
otrzymywato wczesniej chemioterapi¢. W trakcie badan
chorym podawano onkonaze w dawce 480 pg/m?/tydzieri.
Sredni czas przezycia pacjentéw wynosit 16 miesiecy.
W tym czasie nie zaobserwowano odpowiedzi na lecze-
nie. Stwierdzono minimalny wplyw tej dawki onkonazy
na komorki raka nerki [10,55].

Najbardziej zaawansowane préby kliniczne z onkonaza
u chorych z migdzybtoniakiem optucnej, opornych na wcze-
$niejsze linie leczenia, to zakoniczone niedawno randomizo-
wane badanie III fazy [7,56]. Prowadzone jest takze badanie
I/1I fazy u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuc.

PismiennicTWo

FARMAKOKINETYKA ONKONAZY

Vasandani i wsp. [54] badali molekularne podstawy réznic
w farmakokinetyce rybonukleaz A. Biodystrybucja pig-
ciu zwiazkéw nalezacych do superrodziny trzustkowych
rybonukleaz A: onkonazy, ludzkiej trzustkowej RNAzy
A, rekombinowanej ludzkiej angiogeniny (thAng), ludz-
kiej eozynofilowej neurotoksyny (EDN) oraz bydlecej
RNAzy byta oceniana u myszy BALB/c. Klirens oso-
czowy wszystkich pieciu RNAz byt podobny, znaczne
réznice wystgpowaly w przypadku dystrybucji narzado-
wej. Przecigtne wartosci okresu pottrwania ranpirnazy,
dla wezesnej i p6znej fazy kinetyki osoczowej wynosity
TY200=2,3 minuty, TY2=36,5 minuty. Onkonaza, RNAza
o najwigkszej toksycznosci przeciwnowotworowej wyka-
zywala najdtuzsza retencje w nerkach; po 180 minutach
w nerkach znajdowato si¢ jeszcze 50% podanej dawki.
Po tym samym czasie w nerkach znajdowato si¢ 1% lub
mniej z podanej dawki innych RNAz. Wolniejsza elimi-
nacja onkonazy moze by¢ zwigzana z wigkszym stop-
niem wigzania zwiazku w nerkach lub z opornoscia na
degradacje proteolityczna. Okoto 2,5% catkowitej poda-
nej dawki leku znaleziono w guzie.

PopsumowaNIE

Onkonaza jest lekiem wykazujacym ztozong aktywnos¢
przeciwnowotworowa. Potwierdzono jej skutecznos$é w wie-
lu liniach ludzkich komérek nowotworowych. Wykazuje
duza aktywnos¢ cytotoksyczna, przy braku lub minimal-
nych dziataniach niepozadanych. Szczegdlnie zachecaja-
ce sg wyniki badari w nowotworach wykazujacych pier-
wotna opornos¢ na chemioterapi¢. Wazna cecha onkonazy
jest réwniez synergizm wykazywany w dziataniu z wielo-
ma innymi chemioterapeutykami. Onkonaza jako pierwsza
wsrdd rybonukleaz zostata dopuszczona do badan klinicz-
nych u pacjentéw onkologicznych. Badania kliniczne II-111
fazy dostarczaja bardzo obiecujacych wynikow, zwlaszcza
dotyczacych mesothelioma.
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