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zalezna od ukladu dopelniacza; CDR (ang.
complementarity-determining region) - rejon de-
terminujacy dopasowanie; dAbs (ang. domain
antibodies) - przeciwciala domenowe; FDA
(ang. Food and Drug Administration) - Agencja
ds. Zywnoéci i Lekéw; mAbs (ang. monoclonal
antibodies) - przeciwciata monoklonalne; scFV
(ang. single-chain variable fragment) - jednotan-
cuchowy rejon zmienny; VEGF (ang. vascular
endothelial growth factor) - czynnik wzrostu
srédbtonka naczyn; VHH (ang. variable frag-
ments of heavy chain antibodies) - zmienne frag-
menty ciezkich taricuchéw przeciwciat
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STRESZCZENIE

Wlatach 90 ubieglego stulecia rozpoczela sig era terapii ukierunkowanych wykorzystuja-
ca glownie przeciwciala monoklonalne wytworzone w organizmach rodziny szczuro-
watych. Obecne podczas terapii skutki uboczne staly si¢ wyzwaniem w polepszeniu aktyw-
nosci tych lekéw biologicznych. Pomyslem na ulepszenie dzialania przeciwcial monoklonal-
nych okazala si¢ humanizacja przeciwcial, ktéra prowadzi do polepszenia ich wlasciwosci
antynowotworowych jednoczesnie obnizajac ich skutki uboczne. Natomiast okazuje sie¢, ze
u pacjentow wrazliwych na terapie z uzyciem przeciwcial monoklonalnych moga one takze
wplywacé na zaburzenia immunologiczne, co moze mieé wplyw na ludzkie zdrowie. Nowym
pomystem zwigzanym z przeciwcialami monoklonalnymi bylo zaprojektowanie niewielkich
czasteczek zwanych nanoprzeciwcialami, ktore wykazuja mozliwo$é wnikania do komorki.
Nanoprzeciwciala przenikajace do komorki moga taczy¢ sie w jej wnetrzu z celami moleku-
larnymi, a wnikajac do jadra komérkowego moga wplywaé na réznice w ekspresji genow
komorek nowotworowych. Przeprowadzone badania z uzyciem nanoprzeciwcial wskazuja,
ze bezposrednie ukierunkowane ich dzialanie moze przyczynic si¢ do polepszenia efektyw-
nosci leczenia antynowotworowego ludzi.

WPROWADZENIE

Historia wykorzystania surowic odpornoéciowych w terapii nowotworowej
siega XIX wieku, wéwczas Hericourt i Richet podawali pacjentom z miesakiem
kosci surowice zwierzat immunizowanych komoérkami nowotworowymi [1].
Pierwsza publikacja dotyczaca otrzymywania przeciwcial powstata w 1973
roku. Jej autorzy opisali metode hybryd mysich komérek i szpiczaka mnogiego
z ludzkimi limfocytami B [2]. W 1975 roku innym badaczom Kohlerowi i Mil-
steinowi [3] udalo sie¢ ostatecznie opracowac technike pozyskiwania przeciwciat
monoklonalnych, za ktéra otrzymali w 1984 roku nagrode Nobla. Aby uzyskaé
zadany rodzaj przeciwciat inkubowano mysie limfocyty z antygenem i otrzymy-
wano komorki plazmatyczne. Nastepnie doprowadzano do fuzji aktywowanych
komoérek plazmatycznych z komérkami szpiczaka mnogiego myszy. Doprowa-
dzilo to do powstania hybryd, ktére produkowaly przeciwciata monoklonalne.
Powstate chimeryczne komorki nabywaly cechy komoérek nowotworowych,
dochodzilo do nieograniczonych podzialéw. Dzieki specyficznym warunkom
hodowli udawalo sie uzyskac linie komoérek hybrydowych bez innych zanie-
czyszczen. Plazmocyty, ktére nie ulegly fuzji umieraly, poniewaz w pozywce
brak byto czynnikéw wzrostu i cytokin niezbednych do proliferacji komorek B.
Aby eliminowaé komérki szpiczaka wybrano linie komérek z defektem metabo-
licznym. Polegal on na braku genu dla enzymu fosforybozylotransferazy hipok-
santynowo-guaninowej (HGPRT), ktory jest niezbedny w szlaku rezerwowym
syntezy puryn. W obecnoéci aminopteryny, inhibitora syntezy puryn komorki
szpiczaka, ktére nie ulegly fuzji ginety [4].

BUDOWA PRZECIWCIAL

Przeciwciala monoklonalne swoja budowa przypominaja immunglobuliny
klasy IgG, przeciwciala te przypominaja ksztattem litere ,Y” (Ryc. 1) i zbudo-
wane s3 z 4 tancuchéw polipeptydowych, dwéch ciezkich oraz dwéch lekkich.
Masa czasteczkowa przeciwcial waha od 150 do 970 kDa [4]. Za polaczenie obu
taficuchéw ciezkich oraz taricuchéw ciezkich z lekkimi odpowiadaja mostki di-
siarczkowe. Kazdy faricuch przeciwcial zawiera czeé¢ stata (C) i zmiennag (V).
Czesé¢ zmienna odpowiada za wigzanie epitopu z paratopem umiejscowionym
na przeciwciele. W strukturze immunoglobulin mozna wyrézni¢ fragmenty Fab
(ang. antigen binding fragment) oraz Fc (ang. fragment crystaline). W sktad frag-
mentu Fab wchodza cate faricuchy lekkie oraz zwigzane mostkami disiarczko-
wymi fragmenty faficuchéw ciezkich. Czesé zmienna kazdego z tych faficuchow
tworzona jest przez trzy regiony hiperzmienne odpowiedzialne za wysoka spe-
cyficznoséé przeciwciala i jego wigzanie do antygenu oraz cztery przylegajace
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy proces humanizowania mysich przeciwcial
monoklonalnych z uwzglednieniem prawdopodobieristwa utraty swoistoci oraz
wystgpienia reakcji immunologicznej na podane przeciwcialo monoklonalne.

do nich regiony zrebowe. Fragmenty Fc sktadaja sie z czesci
stalej obu lanicuchéw ciezkich; odpowiadaja za aktywacje
uktadu dopelniacza oraz wigzanie z antygenami komoérko-
wymi [5].

TERAPIA Z WYKORZYSTANIEM
PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Sukces terapii z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
polega gléwnie na tym, ze wykazuja one zdolnos¢ wigza-
nia z wysoka specyficznoscia docelowego epitopu. Pierw-
sze doniesienia o dzialaniu terapii z uzyciem przeciwciat
pojawily sie w 1980 roku przy uzyciu przeciwciat mysich,
jednak ich stosowanie nie bylo w pelni efektywne. Powo-
dem tego mogta by¢ reakcja obronna ludzkiego uktadu im-
munologicznego na przeciwciala mysie. Rozwéj inzynierii
genetycznej pozwolil na konstruowanie przeciwciat chime-
rycznych oraz humanizowanych. Jednym ze sposobéw na
otrzymywanie tego typu przeciwcial jest zastapienie DNA
regionu stalego obu faficuchéw przeciwciata analogicznym
DNA ludzkim. Nowo powstale przeciwcialo chimeryczne
ma jedynie regiony zmienne pochodzenia obcogatunkowe-
go, natomiast w 75% jest przeciwcialem humanizowanym.
Innym rozwigzaniem jest modyfikacja genetyczna zaste-
pujaca elementy mysie przeciwciala (z wylaczeniem regio-
néw hiperzmiennych) fragmentami ludzkich przeciwciat.
Uzyskane w ten sposob przeciwciata w 95% sa pochodze-
nia ludzkiego. Pozwala to minimalizowaé¢ prawdopodo-
bieristwo rozpoznania przeciwcial monoklonalnych jako
obce (Ryc. 1). Ponadto udowodniono, ze okres péttrwania
przeciwcial chimerycznych i humanizowanych jest zblizo-
ny do czasu péttrwania ludzkich IgG [6]. Naukowcy nie po-
przestali na tych osiagnieciach. Obecnie projektuje sie tzw.
przeciwciala domenowe, ktére pozbawione sa taricuchéw
lekkich i zawierajg jedynie fragmenty faricuchéw ciezkich
z regionami hiperzmiennymi. Innym pomystem na unowo-
cze$nienie terapii przeciwcialami jest konstruowanie prze-
ciwciat klasy Fab. Nie zawieraja one regionéw Fc, a jedynie
miejsce wigzace antygen. Badacze opracowuja réwniez me-
tode otrzymywania nanoprzeciwcial, czyli wyizolowanych
z lanicuchéw ciezkich regionéw hiperzmiennych, ktére
moga by¢ dodatkowo humanizowane [7].
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Z uwagi na rozw¢j terapii ukierunkowanej celem dzia-
tania lekow staja sie coraz czesciej biatka wewnatrzkomor-
kowe zaangazowane w przekazywanie sygnatu, czynniki
transkrypcyjne czy biatka strukturalne. Rozwdj biologii
molekularnej umozliwil badaczom projektowanie nowej
klasy przeciwcial, tzw. TransMabs, ktére majg zdolnos¢
do przenikania przez btone komérkowa. Bylo to niemozli-
we w przypadku tradycyjnych przeciwcial ze wzgledu na
ich mase czasteczkowa. Standardowe metody dostarczania
przeciwcial do wnetrza komoérki polegaty na mikroiniekcji
i wprowadzaniu do komérki wektoréw genowych koduja-
cych biatka przeciwciat, badz transportu przeciwcial z wy-
korzystaniem liposoméw. Wszystkie te metody moga za-
burza¢ strukture i funkcje komoérek zwiekszajac ich §mier-
telnoéé. Ponadto metody wprowadzania obcych genéw
do komorki sa stosowane powszechnie w terapii genowej.
W rozwigzaniu tego problemu pomogta obserwacja for-
mowania autoprzeciwciat skierowanych w kierunku DNA
oraz nukleoprotein. Autoprzeciwciala moga przenikac
przez blone komérkowa bez wzgledu na jej hydrofobowos¢
nie uszkadzajac jej struktury. Badacze skupili sie na opra-
cowaniu metody, ktéra umozliwilaby potaczenie przeciw-
ciata penetrujgcego btone komérkowa z biatkiem fuzyjnym
zawierajacym domene blonowgq ulatwiajaca wnikanie prze-
ciwciata do wnetrza komorki [8].

NANOPRZECIWCIALA

Terapia z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych
cieszy sie niezmiennym powodzeniem od blisko 30 lat [9].
Obecnie FDA zatwierdzito 25 przeciwcial monoklonalnych
do uzytku w praktyce klinicznej, kolejne znajduja sie¢ w 11
lub III fazie badan klinicznych [10]. Przeciwciata znalazty
zastosowanie jako leki w réznych chorobach, np. w nowo-
tworach czy chorobach autoimmunologicznych. Obecnie
badacze pracuja nad uzyskaniem przeciwcial drugiej i trze-
ciej generacji. Niemal wszystkie przeciwciala monoklonalne
zatwierdzone do uzytku przez FDA sa podobne do przeciw-
ciat IgG o masie czasteczkowej ok 150 kDa. Podstawowym
problemem przy stosowaniu takich przeciwciat jest ich mata
zdolnos¢ do penetracji tkanek, co moze mie¢ znaczenie w le-
czeniu guzéw litych. Innym utrudnieniem przy stosowaniu
molekut o takiej masie jest ich stabe powinowactwo lub jego
calkowity brak do niektérych antygenéw na powierzchni
komérki, np. duze przeciwciala nie sa w stanie wigza¢ sie
z glikoproteing otoczki wirusa HIV. Aby zmniejszaé roz-
miary przeciwcial monoklonalnych zaczeto projektowac re-
kombinowane regiony czesci Fab (ok 57 kDa). Sa to zwykle
jedno faricuchowe fragmenty Fv (scFv) stanowiace regiony
V,, oraz V| polaczone krétkim polipeptydem (ok. 27 kDa)
lub przeciwciala ztozone jedynie z taficuchéw ciezkich lub
lekkich, tzw. przeciwciala domenowe [9] (Ryc. 2).

Przeciwciala domenowe (dAbs, nanoprzeciwciala), to
molekuly o masie od 11 do 15 kDa. Powstaly w laborato-
rium Grega Wintera (Cambridge, UK) pod koniec lat 80.
Byty to mysie regiony V,, ktére wykazywaly powinowac-
two do lizozymu. Juz wczeéniej dowiedziono, ze taricuchy
ciezkie i lekkie moga pojawiac sie we krwi obwodowej osob-
no, a nie jako integralna czes¢ przeciwcial. Dzieje sie tak w
szpiczaku mnogim i chorobie taficuchéw ciezkich. Ssaki z
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Rycina 2. Réznice w budowie przeciwciat klasy IgG ludzkich (A) i wielbladzich
(B). Schemat przedstawiajgcy przeciwciala monoklonalne nowszej generacji.

rodziny wielblagdowatych produkuja przeciwciata, ktére
pozbawione sg taricuchéw lekkich oraz domeny CHI [11].
W budowie i strukturze przeciwcial wielblagdowatych moz-
na zauwazy¢ pewne réznice, ktére majg wptyw na ich funk-
¢je (Ryc. 2). Domena przeciwcial VHH przyjmuje strukture
beta kartki, dzieki ktérej trzy regiony hiper zmienne poto-
zone sa w jednym komnicu. Sugeruje sie, ze taka konformacja
ulatwia rozpoznawanie i wigzanie antygenu. Badania kry-
stalograficzne ujawnily réwniez zmiany w sekwengji reszt
aminokwasowych. Petle CDR1 i CDR3 sa dluzsze niz w
klasycznych przeciwciatach, dodatkowo, region CDR1 jest
bardziej zasobny w reszty cysteiny. W obrebie tego regionu
tworzone sa mostki disiarczkowe niezbedne w utrzymaniu
prawidlowej struktury petli [12]. Zmiany sekwencji dotycza
réwniez petli CDR2. W klasycznych przeciwciatach jest ona
zachowana w ewolucji. W sekwencji przeciwcial w ramach
tej petli obserwuje si¢ obecno$¢ aminokwasé6w hydrofobo-
wych, ktére biorg udziat w oddzialywaniach z taficuchem
lekkim. Przeciwciata wielbtadowatych nie zawierajq fariicu-
chow lekkich. Ponadto wystepuja w postaci monomerdow.
W petli CDR2 stwierdzono obecnoé¢ aminokwaséw hydro-
filowych, co zwieksza rozpuszczalnos¢ tych przeciwcial.
W obrebie taricucha ciezkiego VHH zlokalizowano trzy re-
giony hiperzmienne w odréznieniu od szeéciu obecnych w
klasycznych przeciwciatach. Dlatego tez paratop tych prze-
ciwcial jest mniejszy. Dzieki zmianom w regionach CDR1
i CDR3 i wydluzeniu petli zwigksza sie rozmiar paratopu.
Dane literaturowe wskazuja, ze za wigzanie antygenu w 60-
80% odpowiada region CDR3 [13].

Za hydrofilowos¢ tancuchéw ciezkich VHH odpowiada-
ja substytucje aminokwaséw hydrofilowych w miejsce ami-
nokwaséw hydrofobowych. Zamiany wykryto w pozycji
reszt Val37, (wymiana na Tyr lub Phe), Gly44 (Glu lub Gln),
Leu45 (Arg lub Cys) oraz Trp47 (Gly lub Ser, Leu lub Phe).
Badacze sugeruja, ze obecnos$¢ reszt aminokwaséw hydro-
filowych oraz wydluzenie petli regionéw hiperzmiennych
zwieksza rozpuszczalnosé przeciwcial. Reiter i wsp. dowie-
dli, ze wymiana w pozycji 44 reszty glicyny na reszte lizy-
ny doprowadzala do powstania monomeru przeciwciata i
zwigkszala rozpuszczalnoscé czasteczki [14].
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Z uwagi na coraz wieksze zainteresowanie uzyciem
przeciwcial domenowych w medycynie opracowuje sie co-
raz wydajniejsze metody ich pozyskiwania. Dotychczas aby
otrzymac takie przeciwciala nalezalo immunizowac zwie-
rze przez okres 6-7 tygodni, nastepnie pobraé krew badz
przeprowadzi¢ biopsje wezla chlonnego w celu izolacji
limfocytow. W 2012 roku Tillib i wsp. uzyskali przeciwcia-
ta skierowane przeciwko czynnikowi wzrostu $rédbtonka
naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) trans-
fekujac komorki jajowe chomika chinskiego plazmidem
z wbudowanym fragmentem cDNA ludzkiego VEGEF. Po
wyizolowaniu i oczyszczeniu biatka immunizowano nim
wielblady dwugarbne. Z pobranej krwi wydzielono limfo-
cyty, a z nich nastepnie wyizolowano RNA. Kolejnym kro-
kiem bylo uzyskanie cDNA przy pomocy reakcji odwrotnej
transkryptazy RT-PCR, klonowanie dostepnych zestawow
w wektorze fagowym oraz przeprowadzenie identyfikacji
przeciwciat dla docelowego antygenu [7].

Aby caltkowite koszty wytworzenia przeciwcial dome-
nowych byly jak najnizsze potrzebne sa wydajne systemy
ekspresji. Produkcja przeciwcial jest mozliwa w komoérkach
bakteryjnych (dominuja systemy z wykorzystaniem Escheri-
chia coli), drozdzowych oraz ssaczych. Odnotowano wysoka
wydajnoéé produkcji dAb w komérkach Saccharomyces cere-
visige. Z hodowli o pojemnosci 10 litréw otrzymano ponad
1 g/ml przeciwciat [15]. Dzieki metodom inzynierii gene-
tycznej udalo sie uzyskaé przeciwciata domenowe w mleku
krowim [16], jajach [17] oraz w roslinach [18]. Zaobserwo-
wano, ze w roslinach produkujacych ten rodzaj przeciwciat
dochodzito do immunomodulacji aktywnosci enzymoéw
(19]

Ze wzgledu na unikalne cechy przeciwcial domeno-
wych, monomeryczno$c¢ oraz niewielki rozmiar staja si¢ one
atrakcyjnym narzedziem walki z chorobami. Przeciwciala
charakteryzuja sie wysoka zdolnoscig do penetracji tkanek
oraz do wigzania si¢ z antygenami niedostepnymi dla wiek-
szych przeciwcial. Moga one by¢é wykorzystane jako trans-
portery lekéw, poniewaz tatwo wiaza sie z toksynami i ra-
dioizotopami. Majg zdolno$¢ do przenikania przez bariere
krew-mézg. Ze wzgledu na opornos¢ na dziatanie proteaz
oraz wychwyt i transport zalezny od regionu Fc (w prze-
ciwcialach VHH delecja rejonu Fc) maja wydtuzony czas
pottrwania. Ze wzgledu na wspomniany juz dtuzszy okres
poltrwania przeciwciala domenowe znajduja zastosowanie
jako ,wspomagacze”. W fazie badan klinicznych znajduje
sie konstrukt antagonisty receptora dla interleukiny 1 w
polaczeniu z przeciwciatem domenowym skierowanym na
albumine. Polaczenie zwigzku z przeciwcialem znacznie
wydtuza okres péttrwania i tym samym poprawia dziatanie
leku. Coraz wieksza popularnoscia cieszg sie¢ przeciwciata
bispecyficzne. W tworzonych koniugatach jedno przeciw-
cialo odpowiada za rozpoznanie i zwiazanie z docelowym
antygenem, natomiast drugie moze przycigga¢ komorki
efektorowe ukladu immunologicznego. Drugie przeciw-
cialo moze taczy¢ sie np. z receptorem Fc gamma RIII na
komorkach NK aktywujac tym samym cytotoksycznosé ko-
morkowa [20].
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Zastosowanie przeciwcial domenowych moze by¢ uza-
sadnione w trakcie leczenia zakazenn wywotywanych przez
wirusy o wysokiej zmiennosci genetycznej, np. przez wirusa
HIV. Przeciwciala te cechujg sie¢ wysoka stabilnoscig, tatwo
je modyfikowaé, utrzymuja aktywnos$¢ nawet po przecho-
wywaniu w warunkach mrozenia czy denaturacji cieplne;j.
Niektore z nich moga by¢ przyjmowane doustnie. Duza ich
zaleta jest to, ze nie wywoluja odpowiedzi immunologicz-
nej z powodu ich ludzkiego pochodzenia [11].

SPECYFIKA DZIALANIA PRZECIWCIAL
MONOKLONALNYCH

Warunkiem skutecznosci terapii z wykorzystaniem prze-
ciwcial monoklonalnych jest ich zwigzanie si¢ z docelowym
antygenem na powierzchni komoérki, np. nowotworowe;j.
Dobry cel dla przeciwciala monoklonalnego to taki, ktéry
ulega wysokiej ekspresji na komérkach zmienionych nowo-
tworowo i niskiej na komoérkach prawidlowych oraz kto-
rego poziom frakcji rozpuszczalnej w surowicy jest bardzo
niski lub w ogdle nie wystepuje. Przeprowadzone badania z
wykorzystaniem techniki in vitro oraz w organizmach zwie-
rzat wskazuja, ze dzialanie przeciwcial obejmuje: induko-
wanie apoptozy poprzez wplyw na szlaki sygnalizacyjne,
cytotoksycznosé zalezna od uktadu dopelniacza oraz cyto-
toksycznos¢ komoérkowa zalezng od przeciwciat [7] (Ryc 3).

INDUKCJA APOPTOZY

Proces programowanej $émierci komoérki jest zaburzony
w wielu schorzeniach. Moze by¢ zahamowany w procesie
nowotworzenia lub wrecz odwrotnie, zachodzi¢ zbyt inten-
sywnie, np. w chorobach autoimmunologicznych. Indukcja
lub zahamowanie apoptozy stala si¢ wiec gléwna strategia
w walce z tymi chorobami. Wykazano, ze przeciwciata mo-
noklonalne moga w warunkach in vitro jak i in vivo wplywac
na indukcje apoptozy. Dzieje sie tak na skutek blokowania
przez przeciwciala receptoréw, ktére odbieraja sygnatly
o przezyciu badz $mierci komorki. Ponadto przeciwciala
wigzac sie z okreslonym antygenem (receptorem) moga
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Rycina 3. Mozliwe dzialanie przeciwcial monoklonalnych po zwigzaniu si¢ z do-
celowym antygenem.
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hamowac¢ jego dimeryzacje, a co za tym idzie wplywac
negatywnie na przekazywanie sygnatéw w komoérce [21].
Innym mechanizmem, ktéry wiaze sie z indukcjg apoptozy
jest nasilenie sygnalu apoptotycznego poprzez sieciowa-
nie receptoréw. Przykladem receptorow, ktére wigza sie z
przeciwcialami jest rodzina ErbB (m. in. EGFR, ang. epider-
mal growth factor receptor, receptor dla czynnika wzrostu na-
skorka). Przeciwciala te Iacza sie z domena wiazaca ligand
z duzo wigkszym powinowactwem niz naturalne ligandy.
Doprowadza to do obnizenia iloéci komérek nowotworo-
wych i hamowania szlakéw sygnalizacyjnych zwigzanych z
EGEFR, a co za tym idzie wzrostu i proliferacji komorek [22] .

CYTOTOKSYCZNOSC ZALEZNA OD
UKEADU DOPELNIACZA (CDC, ang.
complement mediated cytotoxity)

Zjawisko aktywowania uktadu dopelniacza przez prze-
ciwciala jest znane badaczom od blisko 100 lat. Dzi$ wia-
domo, ze niektére przeciwciata monoklonalne dziatajg efek-
tywnie aktywujac komplement [23]. Aby jednak do tego
doszto musza by¢ spelnione okreslone warunki. Sa to: od-
powiednie stezenie antygenu na powierzchni, jego orienta-
cja w blonie komérkowej, takze to, czy jest monomerem czy
polimerem. Warunkiem aktywacji dopelniacza moze by¢
wprowadzenie odpowiedniego izotypu przeciwciala oraz
charakter komoérki, w tym np. zdolno$é do produkgji czaste-
czek hamujacych dziatanie uktadu dopelniacza. Réznice w
aktywowaniu komplementu moga pojawic sie nawet wtedy,
gdy przeciwciala sg izotypami i skierowane sa w kierunku
tego samego antygenu. Przykladem takim moze by¢ CD20
i dedykowane mu przeciwciata monoklonalne. Rituksimab
nalezacy do I klasy przeciwciat anty-CD20 tworzy wigzania
krzyzowe miedzy tetramerami antygenu i aktywuje uklad
dopetniacza [24]. Z kolei obinutuzumab, przeciwcialo klasy
II anty-CD20 nie tworzy tego typu wigzan i nie aktywuje
ukladu dopetniacza tak silnie jak rituksimab [25].

Wiazanie antygenu z przeciwcialem i aktywacja kom-
plementu nie zawsze koriczy sie lizg komoérki. W badaniach
prowadzonych na komoérkach przewleklej biataczki lim-
focytowej wykazano, ze po utworzeniu kompleksu anty-
gen-przeciwcialo i aktywacji komplementu moze dojs¢ do
»obciecia” catego kompleksu z powierzchni blony. Brak
docelowego antygenu na blonie limfocytow transformo-
wanych nowotworowo skutkuje opornoscia na leczenie
wybranym przeciwciatem monoklonalnym. Wciaz niewie-
le wiadomo na temat stezenia poszczegolnych sktadnikéw
ukladu dopelniacza. Uwaza sie, Ze duze znaczenie ma cyto-
toksycznosé zalezna od komplementu, ktérg obserwuje sie
w nowotworach hematologicznych; w mniejszym stopniu
odgrywa role w eliminacji guzéw litych [6].

CYTOTOKSYCZNOSC KOMORKOWA
ZALEZNA OD PRZECIWCIAE
(ADCC, ang. antibody dependent cellular cytotoxity)

Dzieki mozliwosci wiazania przeciwcial monoklonal-
nych z receptorem FcyR obecnym na powierzchni wielu ko-
morek efektorowych uktadu immunologicznego (limfocyty
NK, granulocyty, monocyty/makrofagi) dochodzi do cyto-
toksycznosci zaleznej od przeciwcial. Pobudzenie komérek
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NK prowadzi do wydzielenia enzymoéw: perforyn, granzy-
moéw, a takze pobudza ekspresje liganda FasL dla receptora
Fas obecnego na powierzchni komorek [26,27]. Aktywacja
makrofagéw stymuluje proces fagocytowania komoérek
oplaszczonych przeciwcialami oraz produkcje proteaz,
cytokin oraz wolnych rodnikéw tlenowych. Przeciwciata
rozpoznaja docelowy antygen i wigza si¢ z nim za pomoca
regionu Fab. Nastepnie dochodzi do rozpoznania regionu
Fc przez receptory Fc gamma typu R. Na limfocytach wyste-
puja 3 typy receptoréw tej rodziny: Fc gamma RI, RII oraz
RIII. Zwigzanie przeciwciata z regionem Fc gamma RI i RIII
powoduje pobudzenie komoérek efektorowych uktadu im-
munologicznego. Z kolei wigzanie z Fc gamma RII stymulu-
je sygnal supresyjny. Aktywnoéé¢ ADCC zalezy od izotypu
uzytego przeciwciata. Wykazano, ze przeciwciata IgG1 oraz
IgG3 wiaza sie do Fc gamma R lepiej niz IgG2 oraz IgG4
[28]. Na skutecznoé¢ terapii maja rowniez wpltyw polimor-
fizmy genéw dla receptoréw. Mutacja punktowa w pozy-
gji 559 genu dla Fc gamma Rllla powoduje zamiane reszt
aminokwasowych z Val na Phe w pozycji 158. Receptor, w
ktérym dochodzi do takiej wymiany wykazuje mniejsze po-
winowactwo do przeciwcial. Z kolei mutacja i podstawienie
His zamiast Arg w Fc gamma Rlla zwieksza powinowactwo
receptora do IgG2 [29].

MECHANIZM ODDZIALYWAN
RECEPTORA CD20 Z RITUKSIMABEM

CD20 to integralne biatko blonowe o masie czastecz-
kowej 33-35 kDa, ktére nie ulega glikozylacjii i odgrywa
wazna role w niezaleznym od napiecia transporcie jonéw
wapnia [30]. Wystepuje w dos¢ duzym stezeniu na ko-
morkach limfocytow linii B i dzieki temu jest atrakcyjnym
celem terapii w leczeniu jednostek chorobowych. Analiza
sekwencji cDNA genu kodujacego receptor CD20 wykaza-
ta wysoka analogie sekwencji ludzkiego i mysiego odpo-
wiednika CD20, szczegélnie w domenach transbtonowych.
W duzej petli, zlokalizowanej w przestrzeni zewnatrzbtono-
wej, zauwaza sie mniejszg homologie, Stwierdzono réznice
w sekwengcji 16-48 reszt aminokwasowych. CD20 posiada
4 domeny transblonowe, N- i C- koniec faficucha polipep-
tydowego znajduje sie przestrzeni wewnatrzkomoérkowej.
Ponadto miedzy trzecia a czwarta domena transbtonowa w
przestrzeni zewnatrzblonowej znajduje sie duza petla zbu-
dowana z 142-182 reszt aminokwasowych. Jest ona wazna,
poniewaz umozliwia wigzanie przeciwcial monoklonal-
nych, np. rituksimabu. Receptor CD20 tworzy oligomery na
powierzchni btony [31,32].

Rituksimab jest pierwszym lekiem przeciwnowotworo-
wym o charakterze przeciwciala monoklonalnego dopusz-
czonym przez FDA (ang. Food and Drug Administration,
Agencja ds. zywnoésci i lekéw) w leczeniu pacjentéw. Jest
pierwszym lekiem celowanym stosowanym w terapii anty-
nowotworowej. Choc¢ poczatkowo byt stosowany w leczeniu
chioniaka nieziarniczego o niskim stopniu zaawansowania,
znalazl takzZe zastosowanie w leczeniu innych nowotworéw
hematologicznych, a takze choréb autoimmunologicznych.
Dokladny mechanizm dziatania rituksimabu nie zostat do-
tychczas w pelni poznany. Uwaza sie, ze moze aktywowac
uklad dopelniacza, stymulowac cytotoksycznosé komoérko-
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wa zalezna od przeciwcial, a takze indukowac apoptoze za-
burzajac sygnalizacje komérkowa [31].

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm wiazania przeciwciata
z receptorem CD20 nalezy przyjrzec¢ sie budowie moleku-
larnej regionu Fab. Region ten charakteryzuje sie dos¢ dobra
gestoscia elektronowq, wylaczajac reszty aminokwasowe
od Ser 135 do Gly 141. Zbudowany jest z czterech domen
o strukturze beta kartki. Laricuch lekki zawiera reszty ami-
nokwasowe od Leu 1 do Leu 213, ktére tworza domeny V, i
C,.Zkolei domeny V ,i C, sa tworzone przez reszty amino-
kwasowe His 1-His 224 faficucha cigezkiego. Dowiedziono,
ze kat miedzy regionami V i C, oraz V i C wynosi ok.
139 stopni. W strukturze regionu Fab rituksimabu wyste-
puja cztery wigzania disiarczkowe; miedzy Cys 23 i Cys 87,
Cys 133 i Cys 183, Cys 22 i Cys 96 oraz Cys 148 i Cys 204.
Miejsce odpowiedzialne za wiazanie si¢ z antygenem CD20
obejmuje petle L3, H1, H2 i H3 wystepujace w regionach
CDR. Petle te tworza duza kieszen, ktéra utatwia akomoda-
cje peptydowi epitopowemu [33].

Rituksimab wykazuje wysokie powinowactwo do anty-
genu CD20; moze wiaza¢ sie juz przy stezeniu 5 nM [34].
Dzigki badaniom krystalograficznym udato sie pozna¢ me-
chanizm wigzania antygenu CD20 z regionem Fab rituksi-
mabu (Ryc. 3). Kluczowymi resztami aminokwasowymi w
tworzeniu wigzania okazaly sie Ala 170 i Pro 172 wystepuja-
ce w motywie ANPS antygenu [30]. Wiaza sie one do duzej
kieszeni tworzonej przez petle L3, H1, H2 i H3 wystepujace
w sekwencjach hiperzmiennych regionéw Fab rituksimabu.
W tworzenie kompleksu antygen-przeciwcialo zaangazo-
wane sa przede wszystkim taricuchy ciezkie regionéw Fab
przeciwciala, natomiast mniejsza role zdaja sie odgrywac
tanicuchy lekkie. Z badari eksperymentalnych wynika, ze
interakcje antygen-przeciwcialo zachodza gléwnie dzieki
tworzeniu wiazan wodorowych oraz oddzialtywan van der
Waalsa. Wykazano, ze faficuch boczny reszty Asnl71 two-
rzy 2 wiazania wodorowe z resztami Ser 99 oraz Trp 106 w
petli H3. Natomiast reszta Ser 173 Iaczy sie wigzaniem wo-
dorowym z taricuchem bocznym reszty Asp 33 w petli H1.
Kluczowym aminokwasem w oddzialywaniach przeciwcia-
ta z antygenem jest reszta Pro 172. Aminokwas ten tworzy
wigzanie wodorowe z reszta Asn 33 umiejscowiong w petli
H1. Podczas formowania kompleksu Pro jest lokowana w
dolnej czesci kieszeni ktéra tworza: reszty aminokwasowe
petli H2 (Ala 50, Tyr 52, Asp 57, Ser 59) oraz reszta Asn 33
z petli H1. Reszta proliny oddzialuje z resztami aminokwa-
sowymi regionu Fab zaréwno o naturze hydrofilowej jak
i hydrofobowej. Uwaza sie, ze jej pozycja w heliksie oraz
sztywna konformacja zapewniaja utrzymanie unikatowej
struktury, co ulatwia rozpoznawanie i wigzanie rituksima-
bu (Ryc. 4).

Wyniki badan krystalograficznych wskazuja, ze w kie-
szeni, w miejscu wigzania reszty Pro moze wigzac sie takze
reszta Ser. Badania wykazaly, ze takie podstawienie unie-
mozliwia utworzenie kompleksu antygen-przeciwcialo na
skutek zaburzen struktury przestrzennej czasteczki. Wyniki
jednoznacznie wskazuja na kluczowa role reszty Pro w od-
dziatywaniach z regionem Fab przeciwciala monoklonalne-

go [30,31].
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Rycina 4. Model przedstawiajacy miejsce wigzania rituksimabu z antygenem
CD20. Powigkszenie obrazuje miejsce tworzenia wigzania z przeciwcialem w ob-
rebie antygenu CD20.

Dzieki badaniom krystalograficznym udato sie takze
wykazaéd, ze motyw ANPS jest gleboko schowany w kie-
szeni tworzonej przez petle CDR regionéw Fab. Reszta
Ala 170 jest umiejscowiona we wgtebieniu hydrofobowym
budowanym przez reszty Trp 47, Trp 90, Asn 93 i Pro 95
petli L3. Miejsce wiazania reszty Ala jest bardzo waskie.
Ponadto, na skutek wystepowania zawady przestrzennej
nie jest mozliwe oddzialywanie tego aminokwasu z inny-
mi aminokwasami o bardziej rozbudowanym taricuchu
bocznym. Wykazano jednak, ze podobnie jak w przypad-
ku reszt proliny 172 Ala moze by¢ zastapiona resztg Ser.
Nie bez znaczenia pozostaja takze reszty aminokwasowe
z motywu ANPS, Asn 171 i Ser 173. Oba aminokwasy sa
istotne z uwagi na tworzone przez nie wigzania wodoro-
we oraz udzial w oddzialywaniach van der Waalsa. Wsréd
aminokwasow tworzacych wigzania wodorowe z resztami
aminokwasowymi rituksimabu nalezy wymieni¢ Glu 168,
Pro 160, Asn 171, Pro 172, Ser 173 oraz Lys 175. Dla two-
rzenia kompleksu antygen-przeciwcialo istotne sa réwniez
sily van der Waalsa. W antygenie CD20 za te oddziatywa-
nia z regionem Fab rituksimabu odpowiadaja reszty Ala
170, Glu 174, Asn 176 i Ser 179 [31].

Wyniki badan wskazuja jednoznacznie, Zze motywem
kluczowym w tworzeniu wigzan z przeciwcialem jest
ANPS. Pojawiaja sie jednak doniesienia sugerujace istot-
ny udzial innych sekwencji w tworzeniu tego komplek-
su. W C-konicu duzej petli zewnatrzbtonowej antygenu
znajduje sie fragment lancucha peptydowego (Tyrl82,
Cys183, Tyr184, Ser185, 11e186), ktéremu przypisuje sie
udzial w formowaniu kompleksu z rituksimabem pomi-
mo, ze zadna z tych reszt aminokwasowych nie wigze
sie bezposrednio z regionem Fab. Reszta Cys 183 tworzy
mostek disiarczkowy z reszta Cys 167 tworzac unikalna
kolistg strukture. Nalezy przy tym podkresli¢, ze w bada-
niach zdolnosci wigzania z przeciwcialem monoklonal-
nym czasteczek linearnych oraz kolistych wykazano, ze
tylko struktury koliste moga wiaza¢ sie z przeciwciatem.
Na podstawie otrzymanych wynikéw badan sugeruje sie,
ze tworzony motyw YCYSI przyczynia sie do rozpozna-
wania i wigzania rituksimabu nie na drodze bezposred-
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nich oddziatlywan z regionem Fab lecz przez utrzymywa-
nie wladciwej struktury antygenu CD20 [32].

NOWE PODEJSCIE TERAPEUTYCZNE
ZWYKORZYSTANIEM NANOPRZECIWCIAL

Unikatowe wlasciwosci fizykochemiczne oraz farmako-
kinetyczne sprawiaja, ze nanoprzeciwciala moga znalezé
zastosowanie w immunoterapii i diagnostyce. Ze wzgledu
na wysokie powinowactwo oraz specyficznos¢ zastepuja
one wykorzystywane do niedawna konwencjonalne prze-
ciwciata [35]. Nanoprzeciwciata moga by¢ taczone ze znacz-
nikami fluorescencyjnymi tworzac tzw. chromociata i przez
to ulatwia¢ badanie zawartosci, translokacji i wzajemnych
oddzialywan bialek. Nowa generacja przeciwcial znajduje
takze zastosowanie w znakowaniu bialek szlakow sygnali-
zacyjnych a nawet markeréw nowotworowych [36,37]. Po-
wstaly systemy, dzieki ktérym mozliwe stato sie dostarcza-
nie do komérek nanoprzeciwciat nagich (tzw. antagonistow
receptoréw) lub zwigzanych z domenami efektorowymi i
nanoczgsteczkami niosacymi leki (Tab. 1). Domeng efekto-
rowa moze byc¢ region Fc lub toksyny bakteryjne. Z kolei na-
noczasteczkami, do ktérych dolgczane sa nanoprzeciwciata
moga by¢ micele lub liposomy, w ktérych transportowane
sa chemioterapeutyki [10].

Pojawia sie coraz wiecej doniesienr z ktérych wynika, ze
uzycie nanoprzeciwcial moze by¢ szansa na polepszenie
efektywnosci leczenia choréb nowotworowych. Potencjal-
nymi celami terapii sa biatka wystepujace na powierzchni
komorki, cytokiny, a nawet bialka wewnatrzkomoérkowe.
Przeprowadzone badania na limfocytach T ujawnily, ze po-
danie nanoprzeciwcial skierowanych na ektoenzymy leu-
kocytéw powodowalo zablokowanie ich wiasciwosci enzy-
matycznych oraz cytotoksycznoé¢ indukowana przez NAD
[38]. Inne wyniki badan sugeruja, ze uzycie nanoprzeciwciat
skierowanych na bialko proapoptotyczne Bax hamuje apop-
toze wywolywana stresem oksydacyjnym. Przeciwciatlo to,

Tabela 1. Specyfika dziatania nanoprzeciwcial na cele molekularne.

antagonisci receptora EGFR,
przeciwciala zwigzane z domenami
efektorowymi (Fc, toksyny
bakteryjne) lub z lekami

EGFR

przeciwciata zwigzane z
HER2 domenami efektorowymi
(Fc, toksyny bakteryjne)
HGER (c-Met) antag9n1§c1 receptpra HGFR, .

przeciwciata skoniugowane z lekami

CXCR7 antagonisci receptora CXCR7

przeciwciata zwigzane z
CEA domenami efektorowymi
(Ec, toksyny bakteryjne)

MUC-1 przeciwciala skoniugowane z lekami
antagoniSci receptorow
VEGER2 VEGFR?2, pr.zec1WC1ala zwigzane
z domenami efektorowymi
(Fc, domeny bakteryjne)
HGF antagonisci receptora HGF
chemokiny antagonisci receptoréw dla chemokin
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moze znalez¢ zastosowanie w terapii choréb neurodegene-
racyjnych, np. chorobie Alzheimera [39].

Coraz czesciej przygotowuje sie nanoprzeciwciata skiero-
wane na biatka transblonowe, istotne w procesie nowotwo-
rzenia. Do takich bialek zalicza si¢ EGFR, czy c-Met, ktére
naleza do rodziny receptoréw kinaz tyrozynowych [40].
Udalo sie stworzy¢ nanoprzeciwciala blokujace receptor
chemokin CXCR7. Badania wykazaly, ze jego zwiekszona
zawartos¢ jest skorelowana z wystepowaniem raka piersi

czy pluc [41].

Oproécz receptorow czynnikéw wzrostu i chemokin po-
tencjalnymi celami w terapii antynowotworowej moga by¢
inne biatka, np. MUC-1. Jest to glikoproteina macierzy ze-
wnatrzkomérkowej specyficzna nowotworowo. Zwiekszo-
na zawarto$¢ tego biatka wykryto w nowotworach pocho-
dzenia epidermalnego m.in. piersi czy jelita grubego [42].
Innym przykltadem moze by¢ antygen CEA. W komorkach
prawidiowych jego poziom jest bardzo niski. Wzmozona
zawartos¢ tego antygenu obserwuje sie w nowotworach po-
chodzenia epidermalnego. Nad stworzeniem nanoprzeciw-
ciat anty-CEA pracuje m.in. zesp6t Cortez-Retamozo [43].

Jednym z kluczowych czynnikéw promujacych wzrost
i przerzutowanie nowotworéw jest czynnik wzrostu $réd-
blonka naczyn; VEGF. W praktyce klinicznej pojawily sie
przeciwciala monoklonalne skierowanych na VEGF, np. be-
vacizumab. Wykazano skutecznos¢ tego przeciwciata w ha-
mowaniu rozwoju nowotworu plaskonablonkowego ptuc.
W terapii antynowotworowej bevacizumab byl podawany
glownie jako dodatek do standardowych chemioterapii [44].

Nowym celem terapii nowotworowej stat sie receptor
VEGF, VEGFR2. Wydaje si¢, ze blokowanie aktywnosci
tego bialka moze przyczynia¢ sie¢ do hamowania tworze-
nia nowych naczyri dla nowotworu. W eksperymentach
prowadzonych na szczurach podawano im przeciwciato
DC101 skierowane na VEGFR2. DC101 wykazywalto wiek-
sze powinowactwo do receptora niz VEGF i silnie hamowa-
to rozw6j guza [45]. Natomiast w badaniach prowadzonych
na ludzkich komérkach nie stwierdzono skutecznosci tego
przeciwciala. Z tego powodu zaprojektowano przeciwciato
wiazace sie z ludzkim VEGFR2 o nazwie ramucirumab [46].
Ramucirumab jako jedyny blokowat specyficznie VEGFR2
przy stezeniu ok. 1 nM. Wykazywal przy tym 8-krotnie
wieksze powinowactwo do receptora w odréznieniu od na-
turalnego liganda [47].
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ABSTRACT

Since late 90s of last century the new age of directed therapy began using mainly biological constructs produced in rodents called monoclonal
antibodies. The side effects of monoclonal antibodies were a challenge for pharmaceutical companies to improve the biological properties of
these biological drugs. The humanization of monoclonal constructs was an idea to improve monoclonal antibodies next generation activity
cancer cell reduction in humans. Moreover for some other patients sensitive for monoclonal antibodies therapy could also potentially induce
immunological differences that might imply on human health. The new idea related to monoclonal antibodies was to design a small molecule
constructs of nanoantibodies with ability to enter into cells. Such small molecules could find their targets inside human cells, even in nuclei
leading to differences in cancer cells expression. The existing knowledge on monoclonal antibodies as well as directed activity of nanoanti-

bodies could improve anticancer treatment efficancy of diseases.
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