Przeciwciata monoklonalne nowa grupa lekow biologicznych

Zdzistaw Gliniski, Andrzej Zmuda

z Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

W zwalczaniu chordéb zakaznych, nowotworéw
i choréb zwyrodnieniowych coraz wieksze suk-
cesy odnosi terapia celowana polegajaca na hamowa-
niu okreslonych komdrkowych szlakéw molekularnych.
W chorobach zakaZnych zapoczatkowato ja wprowa-
dzenie przez Pawta Ehrlicha (1) salwarsanu do leczenia
kily. Nastepnie zastosowano sulfonamidoterapig i an-
tybiotykoterapie zaburzajaca precyzyjnie czynnosci zy-
ciowe $cisle okreslonych gatunkéw mikroorganizmow.
Pojawienie sie bakterii opornych na dotychczas zna-
ne i powszechnie stosowane antybiotyki (superbakte-
rie) coraz czesciej stanowiacych zagrozenie dla zycia
czlowieka i zwierzat stato sie nowym wyzwaniem. Do
leczenia zakazen spowodowanych przez superbakte-
rie oporne na antybiotyki p-laktamowe (NDM-1, New
Delhi Metallo-B-laktamase-1), enterokoki oporne na
wankomycyne (VRE) (2) oraz szczepy Staphylococcus
ureus oporne na metycyline (MRSA; 3) wprowadzo-
no synercid, linezolid, daptomycyne i tejksobaktyne
oraz jej analogi (4, 5).

Duzy postep w terapii celowanej przyniosty nanotech-
nologie. Polaczenie nanostruktury z substancjg aktywna
biologicznie (lek, antygen) umozliwilo kreacje nanono-
$nikow. Sa one stabilne fizycznie, nietoksyczne, umoz-
liwiaja kontrolowane uwalnianie substancji czynnej, sa
przy tym biokompatybilne i selektywnie ukierunkowa-
ne na okreslone struktury organizmu (6, 7). Obecnie sg
pomocne w diagnostyce i terapii wielu choréb, a ukie-
runkowane na wybrane komoérki uktadu immunolo-
gicznego umozliwiaja ciaggle uwalnianie sie antygenéw,
dlatego nie istnieje koniecznos¢ rewakcynacji, a jedno-
cze$nie stymulujg wysoce selektywng odpornosc (8).

Ostatnio gléwna role w metodzie terapeutycznej po-
legajacej na hamowaniu okreslonych szlakéw moleku-
larnych odgrywaja przeciwciala monoklonalne. Sta-
ly sie one niezwykle cennym narzedziem badawczym
w immunologii, naukach biologicznych, medycznych
i weterynaryjnych. Dzieki nim stalo sie m.in. mozli-
we uchwycenie drobnych zmian we wiasciwosciach
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antygenowych drobnoustrojow, co jest niezwykle przy-
datne w badaniach epidemiologicznych lub w opraco-
wywaniu testow diagnostycznych o wysokiej czulo-
$ci i swoistosci (9, 10). S one tez wykorzystywane do
wykrywania i okreslania stezen hormonéw, enzyméw,
lekow, w diagnostyce nowotworéw i prognozowaniu
w chorobie nowotworowej. Ze wzgledu na swoje wlasci-
wosci i uzyskiwane efekty tworza nowa i bardzo obiecu-
jaca grupe lekow biologicznych. Szacuje sig, ze obecnie
stanowig ok. 30% biofarmaceutykéw. W terapii wyko-
rzystuje sie przeciwciala monoklonalne i rekombinowa-
ne m.in. w celu zniszczenia komérek nowotworowych,
zmniejszenia infekcyjno$ci drobnoustrojow, regulacji
odpowiedzi immunologicznej, hamowania immunosu-
presji i leczenia chordb zwyrodnieniowych (11, 12, 13).
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Otrzymywanie przeciwciat monoklonalnych

W 1975 r. Kohler i Milstein uzyskali klon komdrek pro-
dukujacych identyczne pod kazdym wzgledem cza-
steczki przeciwcial nazwanych pézniej przeciwciata-
mi monoklonalnymi (14). Przeciwciala monoklonalne
stanowig pule przeciwciat otrzymanych z jednego klo-
nu limfocytow B. Aktywowane przez antygen limfocy-
ty B tworza klony komoérek w $ledzionie oraz wezlach
chlonnych, przy czym komoérka z danego klonu pro-
dukuje jeden Scisle okreslony typ przeciwciata mono-
klonalnego. Dzieki temu przeciwciala monoklonalne
cechuja sie jednakowa struktura wzgledem okreslo-
nego epitopu antygenu i takim samym lub podobnym
powinowactwem. Ze wzgledu na swoja wysoka specy-
ficzno$¢ wzgledem jednego epitopu antygenu przeciw-
ciala monoklonalne nie rozpoznajg zmienionych che-
micznie lub zdegradowanych antygendw.

Otrzymanie przeciwcial monoklonalnych jest pro-
cesem wieloetapowym i skomplikowanym. W najwiek-
szym skrocie produkcja przeciwcial monoklonalnych
na zwierzetach polega na:

- Immunizacji myszy antygenem z epitopem wyma-
ganym do produkcji przeciwciala monoklonalnego.

- Otrzymaniu in vitro klonéw komoérek hybrydowych
w nastepstwie fuzji mieszaniny limfocytéw i ko-
morek plazmatycznych pochodzacych ze Sledzio-
ny immunizowanej myszy z komérkami szpiczaka
mnogiego najczesciej z uszkodzonym genem fosfo-
rybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej.
Kazda komorka hybrydy jest ,,niesmiertelna” i wy-
twarza stale homogenne przeciwciala, przy czym ich
swoistos¢ okresla limfocyt B, z ktorego ona powstata.

- Eliminacji niesfuzjowanych komdrek szpiczaka i nie-
sfuzjowanych limfocytow B na podtozu z dodatkiem
tymidyny, hipoksantyny, aminopteryny z pozosta-
wieniem hybryd.

- Izolacji z zawiesiny pojedynczych hybryd i wyse-
lekcjonowaniu komoérek producentéw przeciwciat
o okreslonej swoistosci.

- Namnozeniu wyselekcjonowanych klonéw. Przeciw-
ciala z hodowli jednego klonu s3 przeciwciatami
monoklonalnymi. Otrzymywane klony komérkowe
r6znig sie zaré6wno pod wzgledem stabilnosci, jak
i wydajnosci w produkeji przeciwciat (15).
Przeciwciala monoklonalne otrzymuje sie nie tylko

z komorek zwierzecych. Techniki molekularne pozwa-

laja na produkcje przeciwcial monoklonalnych z wy-

korzystaniem bibliotek fagowych lub myszy transge-
nicznych, pséw, szczuréw z genami immunoglobulin
czlowieka (12). Mozna takze zastgpi¢ metode tworze-
nia hybryd technika rekombinacji DNA i produkowa¢
przeciwciala rekombinowane dzieki modutowej budo-
wie przeciwciat. Mozna wiec ingerowac w ich strukture

i projektowac czasteczki o okreslonych wiasciwosciach

farmakokinetycznych, immunogennosci, specyficzno-

$ci i funkcjach efektorowych immunoglobulin.

Jedna z metod inzynierii molekularnej koncen-
truje sie na segmentach genéw odpowiedzialnych
za VHCH1 i VLCL immunoglobuliny wigzacej anty-
gen. Moga one by¢ amplifikowane za pomoca tech-
niki PCR z wielu réznych czasteczek mRNA ulega-
jacych ekspresji w populacji komérek podlegajacych

odpowiedzi immunologicznej, a nastepnie amplifiko-
wane segmenty sa wstawiane do odpowiedniego wek-
tora, klonowane i parowane losowo. Zidentyfikowane
pary VHCH1-VLCL po umieszczeniu w wektorze eks-
presyjnym, bakteryjnym, ro§linnym lub ssaka wyko-
rzystuje sie do wytworzenia duzych ilosci przeciw-
cial monoklonalnych o pozadanej swoistosci (16, 17).
Mozna wyprodukowa¢ syntetyczne przeciwciata mo-
noklonalne (rekombinowane przeciwciata), wyko-
rzystujac geny wyprodukowane w laboratorium lub
geny ludzkie i w ten sposéb catkowicie wyeliminowac
zwierzeta z procesu produkcji przeciwciat (18). Dzis$
juz mozna uzyska¢ w pelni ludzkie immunoglobuli-
ny otrzymane z syntetycznych lub naturalnych zZrd-
del, kultur tkankowych zwierzat i cztowieka, biblio-
tek fagowych i transgenicznych organizméw. Jednym
z ciekawszych rozwiazan w projektowaniu wielospe-
cyficznych fragmentéw Ig jest zastosowanie tzw. do-
men dimeryzacji i dokowania (DDD) oraz domen ko-
twiczacych (AD). Z rekombinowanymi przeciwcialami
wigza sie wielkie oczekiwania w zwigzku z leczeniem
chordb zakaznych i genetycznych, a przede wszystkim
z terapia przeciwnowotworowg. Przeciwciala z frag-
mentu jednego pojedynczego tancucha (scFv) sa coraz
powszechniej wykorzystywane w testach o diagno-
stycznych oraz w terapii celowanej.

Wykorzystanie przeciwciat monoklonalnych
i reckombinowanych w diagnostyce chorob

Przeciwciala monoklonalne poszerzyly wachlarz te-
stow diagnostycznych w chorobach zakaznych, zwy-
rodnieniowych, a szczegélnie w chorobie nowotwo-
rowej. Immunoterapia celowana stala sie dzieki nim
precyzyjniejsza, a tym samym bardziej skuteczna. Za-
réwno przeciwciala monoklonalne, jak i rekombinowa-
ne wykorzystuje sie w badaniach nad strukturg anty-
genowa drobnoustrojow (19). Za ich pomocg ustalono
np. réznice w budowie antygenowej wirusa wéciekliz-
ny i wiruséw pokrewnych (20). Powszechnie sg wyko-
rzystywane do opracowywania testéw diagnostycznych
w chorobach zakaZnych i inwazyjnych oraz z bardzo
dobrym efektem w diagnostyce réznego typu nowo-
tworéw ludzi i zwierzat. Opracowano o duzej czuto-
$ci i swoistosci testy do wykrywania m.in. zakazenia
spowodowanego przez Trichomonas vaginalis, herpe-
swirusa bydla typu 1, rotawirusy, wirusa choroby Au-
jeszkyego (21), Yersinia pseudotuberculosis (22), wirusa
grypy ptakow, noséwki pséw, biataczki kotéw, a tak-
ze do wykrywania antygenu LPS Brucella, aflatoksyn
w produktach spozywczych i paszach, pozostatosci an-
tybiotykéw (enrofloksacyny) w produktach pochodze-
nia zwierzecego (23).

Dostepne s3 testy diagnostyczne z uzyciem rekom-
binowanych przeciwcial do diagnostyki zakazenia cir-
kowirusem prosiat typu II (PCV-2), pomoru klasycznego
$win, pryszczycy, zakaznej encefalopatii bydta (BSE),
zakazenia wywolanego przez Brachyspira hyodysente-
riae i Mycobacterium bovis (24). Porcynowane (porci-
nized) rekombinowane przeciwciala przeciwko biat-
ku E2 wirusa klasycznego pomoru $win stanowig nowe
narzedzie w diagnostyce tej choroby (25). Uodpornia-
jac wielblady szczepionka handlowg dla PCV-2 dzieki
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metodzie inzynierii molekularnej otrzymano jedno-
domenowe przeciwciala przeciwko fragmentowi biatka
kapsydu wirusa (Cap) o bardzo wysokiej swoistosci, co
pozwolito na precyzyjne rozréznienie PCV-1 od PCV-2
(26). Fuzja rekombinowanego przeciwciala z fosfataza
zasadowa zwiekszyta dodatkowo jego czutos¢ i swo-
isto$¢ w wykrywaniu PCV-2 (27). Przeciwciata z frag-
mentu jednego pojedynczego tanicucha (scFv) wykorzy-
stano w testach do diagnostyki pryszczycy, zakazenia
wirusem niedoboru immunologicznego bydla, grypy
ptakow, choroby Newcastle (28), kokcydiozy oraz BSE
i innych chordb prionowych. ScFv wyprodukowane na
kurach lub transgenicznym tytoniu dla regionu 3B an-
tygenu 3ABC wirusa pryszczycy umozliwity odréznie-
nie bydla szczepionego od nieszczepionego przeciw-
ko tej chorobie (29). Testy ELISA i Western blot z scFv
przeciwko biatku kapsydu wirusa niedoboru immuno-
logicznego bydta cechujg sie wyzsza czutoscig anizeli
dotychczas uzywany test jako ,ztoty standard” (30).
Kurze scFv dla fragment6w biatka prionowego (PrP*)
wykorzystuje sie w testach diagnostycznych BSE i in-
nych choréb prionowych (31). Ponadto przeciwciata
monoklonalne stosuje sie¢ w testach diagnostycznych
dla waglika, brucelozy, leptospirozy, listeriozy, za-
kazen spowodowanym przez Mycoplasma spp., Zygo-
myces, Cryptococcus, Histoplasma, IBR/IPV, w chorobie
niebieskiego jezyka, wsciekliznie, chorobach Hendra
i Nipah, dirofilariozie, wlo$nicy, trypanosomiazie, le-
iszmaniozie, anaplazmozie i wielu chorobom przeno-
szonych przez stawonogi (32).

Powinowactwo i swoisto$¢ przeciwciat monoklo-
nalnych nie zawsze sg w pelni zadowalajace. Moga
bowiem wystepowaé reakcje falszywie dodatnie lub
ujemne (assay-specificity) zaleznie od zastosowa-
nego testu serologicznego. Moga tez, chociaz rzad-
ko, wystepowaé reakcje krzyzowe, poniewaz zupet-
nie niepokrewne antygeny moga posiadac identyczne
determinanty, wzglednie przeciwciala monoklonalne
moga reagowac z determinantg antygenowa o struk-
turze bardzo podobnej, ale nieidentycznej ze struktu-
ra, przeciwko ktdrej zostaty wytworzone. Przeciwciala
monoklonalne rekombinowane i syntetyczne, w bar-
dzo duzym zakresie wyeliminowaly te ograniczenia.

Przeciwciata monoklonalne w leczeniu chorob

Terapia przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych ma
cztery zasadnicze cele. Po pierwsze naprawe zaburzo-
nych szlakéw metabolicznych w komoérce w celu przy-
wrdcenia jej fizjologicznych funkeji, czego efektem jest
wyzdrowienie. Po drugie zainicjowanie dziatan, ktére
prowadza do dezorganizacji funkcji komorki patologicz-
nie zmienionej, a w efekcie do jej apoptozy. Po trzecie
modyfikowanie reakcji immunologicznych, przy czym
najczesciej efektem jest dziatanie immunosupresyjne
na organizm. Po czwarte leczenie chordb infekcyjnych.
Te cele sa realizowane w terapii celowanej przy uzy-
ciu przeciwcial monoklonalnych ukierunkowanych na
okreslone receptory, np. receptory patogennych drob-
noustrojow, receptor naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR) lub antygen CD20 na powierzchni komarki chto-
niaka, do neutralizacji TNF-q, neutralizacji IL-31, kto-
ra odgrywa kluczowa role w indukowaniu atopowego
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zapalenia skory u pséw, blokowanie poszczegdlnych
etapéw w procesie neowaskularyzacji w zwigzanym
z wiekiem zwyrodnieniu plamki z6ttej (AMD), zablo-
kowania dziatania IgE w chorobach alergicznych, za-
blokowania szlakéw ontogenezy, aktywacji odpowiedzi
immunologicznej prowadzacej do niszczenia komérek
nowotworowych, modulowanie reakeji ligand-receptor.

Otrzymano réznorodne postacie przeciwciat re-
kombinowanych i ich ekspresje w réznych systemach
ekspresyjnych, jednoczesnie eliminujac z ich produk-
cji zwierzeta dzieki osiggnieciom biotechnologii. Jako
systemy ekspresyjne wykorzystano bakterie, grzyby,
linie komérkowe owadzie i ssakow oraz rosliny trans-
geniczne (33, 34, 35).

Wyprodukowano przeciwciala zligowane z lekami,
radioizotopami, polimerami, cytotoksykami lub cyto-
kinami (36, 37), przeciwciala BiTEs (bispecific T-cell
engager molecules), ktére przez zlgczenie fragmentéw
Fv dwu réznych przeciwciat monoklonalnych w jednym
taricuchu polipeptydowym posiadajag domene pobu-
dzajaca limfocyty T i domene uwalniajaca substancje
cytotoksyczne (38), przeciwciala monoklonalne dwu-
swoiste otrzymywane w procesie chemicznego sprze-
gania dwoch réznych przeciwciat (39). Modyfikacja
przeciwcial technikami inzynierii genetycznej pozwa-
la na zmniejszenie ich immunogennosci oraz wydtu-
zenie czasu péttrwania w surowicy pacjenta. Otrzy-
mano tez przeciwciala humanizowane, muryzowane
i porcynowane.

Nie zawsze leczenie wylgcznie za pomoca przeciw-
cial przynosi zamierzone efekty. Dlatego tez do terapii
przeciwcialami czesto dolgcza sie leczenie wspoma-
gajace przy uzyciu chemioterapeutykéw, radioterapie
i leczenie chirurgiczne. Takie postepowanie zaréwno
w medycynie, jak i weterynarii czesto przynosi wy-
zdrowienie, tagodzi przebieg choroby albo przediuza
sredni czas przezycia pacjenta.

Transplantologia, alergia,
choroby zwyrodnieniowe

W transplantologii istotng role odgrywa profilakty-
ka i leczenie przypadkéw ostrego odrzucania prze-
szczepow. Przeciwciata monoklonalne, a u czlowie-
ka przeciwciala monoklonalne humanizowane, faczac
sie z antygenem Tac (monoklonalny receptor czyn-
nika wzrostu komorek T) dla receptora IL-2 na akty-
wowanych limfocytach T, hamujg ich proliferacje. Nie
zaburzaja przy tym odpornosci, poniewaz nie wywie-
raja niepozadanego wplywu na spoczynkowe limfo-
cyty T (40). Dostepne sa monoklonalne przeciwcia-
ta mysie anty-CD3, chimeryczne oraz humanizowane
anty-CD25 oraz humanizowane anty-CD52 (41). Naj-
nowsze generacje przeciwcial monoklonalnych nisz-
cz3 komorki uktadu odpornosciowego odpowiedzialne
za odrzut przeszczepu, hamujg aktywacje cytokino-
wa i kostymulacje zalezng od limfocytéw T i B, blo-
kuja aktywacje dopelniacza (42). Duzy postep w le-
czeniu reumatoidalnego zapalenia stawdw przyniosty
chimeryczne przeciwciala monoklonalne przeciwko
TNF-0 i IL-6. Leki oparte na nich wiaza rozpuszczalny
i zwiazany z btona komérkowa TNF—q, ktory jest gtow-
nie odpowiedzialny za proces zapalny. Obecnie w USA
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FDA dopuscita ponad 10 lekoéw opartych na przeciw-
cialach monoklonalnych przeciw TNF-a, IL-6, IL-17,
CD20, np. Ixekizumab, Mavrilimumab, Ocrelizumab,
Ofatumumab (43). Duze nadzieje wigze sie z chime-
rycznymi pelnej dtugosci przeciwciatami anty-IL-17
(44). Ogromny postep w leczeniu zwyrodnienia plamki
z0ttej zwigzanego z wiekiem, zwlaszcza postaci wy-
siekowej tej choroby, przyniosty przeciwciala bloku-
jace neowaskularyzacje przez blokowanie izomeréw
czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego (VEGF).
Obecnie jest zalecanych 19 lekéw opartych na prze-
ciwciatach monoklonalnych, m.in. przeciw amyloido-
wi B, blokujace angiogeneze (sfingozyno-1-fosforan,
05B1 integryna), przeciw komponentom C5, B i proper-
dynie ukladu dopelniacza oraz przeciw interleukinie
prozapalnej IL-27. Sg to zaréwno przeciwciata ludzkie
IgGix, humanizowane IgG2/4x, IgG i gG1 oraz mysie,
chimeryczne (ludzko-mysie) IgGik (45).

Zablokowanie przez przeciwciala anty-IgE tej immu-
noglobuliny przez zahamowanie procesu degranulacji
komorek tucznych i bazofilow przynosi dobre efekty
w leczeniu astmy, alergicznego niezytu nosa, atopo-
wego zapalenia skory, przewleklej pokrzywki i alergii
pokarmowych (46). Rekombinowane humanizowane
przeciwcialo monoklonalne anty-IgE (IgGik) specy-
ficznie tgczy sie z domeng CH3 surowiczej IgE, bloku-
jac jej interakeje z receptorem FceRI (receptor o wyso-
kim powinowactwie do IgE) na komérkach tucznych,
bazofilach, komédrkach prezentujacych antygen i ko-
morkach zapalnych. Nastepstwem jest zmniejszenie
ilosci wolnej IgE, zmniejszenie ilo$ci FceRI na komor-
kach aktywnych w zapaleniu i przerwanie kaskady aler-
gicznej, spadek liczby eozynofiléw, czynnika stymu-
lacji kolonii granulocyty-makrofagi (GM-CSF), IL-2,
IL-4 i IL-13, spadek liczby limfocytow T prezentujacych
alergen i produkeji cytokin przez limfocyty Th2 (47).
W leczeniu atopowego zapalenia skory u psow wyko-
rzystuje sie przeciwciala monoklonalne neutralizujg-
ce IL-31, ktdra odgrywa kluczowa role w indukowaniu
zapalenia i wywotaniu $wigdu. IL-31 produkujg lim-
focyty Th2 i limfocyty T skéry w odpowiedzi na bo-
dziec antygenowy. Po leczeniu przy uzyciu Cytopoint
w jednorazowej iniekcji po 4-8 tygodniach ustepuje
$wiad i zostaja wyleczone uszkodzenia spowodowane
drapaniem przez psa zmian zapalnych na skorze (48).

Choroby zakazne zwierzat i ludzi

Zaréwno przeciwciata monoklonalne, jak i rekombi-
nowane przeciwciata monoklonalne s3 coraz czesSciej
z dobrymi efektami wykorzystywane w profilaktyce,
a zwlaszcza w leczeniu chordb zakaznych ludzi i zwie-
rzat. Ich stosowanie nie niesie takich samych ograni-
czen jak antybiotykoterapia, natomiast dzieki meto-
dom inzynierii molekularnej mozna wydluzy¢ okres
ich obecnosci w leczonym organizmie i precyzyjnie do-
stosowac ich dziatanie do struktur docelowego dzia-
lania na drobnoustroje.

Proby leczenia przy uzyciu przeciwcial monoklo-
nalnych niektdérych chordb zwierzat takich jak choroba
niebieskiego jezyka, zakazenie wirusem rhinotracheitis
i kolibakterioza cielgt podjeto w latach 80. XX w. (49).
Otrzymano przeciwciala monoklonalne i oceniono ich

przydatno$¢ w terapii zespotu rozrodczo-oddechowe-
go $win (PRRS), afrykariskiego pomoru $win, prysz-
czycy, epidemicznej biegunki prosiat. Rekombinowa-
ne przeciwciato anty-glikoproteinie 4 (GP4) wirusa
lub anty-niestrukturalnemu biatku 9 (nsp9), a takze
chimeryczne przeciwciata mysz x $winia dla epitopu
G5 skutecznie blokujg infekcje PRRSV (50, 51). Chime-
ryczne porcynowane przeciwciato z fragmentu jednego
pojedynczego tancucha (scFv-Fc mysz x $winia) swo-
iste dla receptora Langerin, w polaczeniu z biatkiem
,»Spike” wirusa epidemicznej biegunki prosiat, uzyte
do szczepien macior indukuje produkcje przeciwciata
w IgG i odpowiedz limfocytéw TCD4. Siara immuni-
zowanych macior eliminuje u prosiat wysiew wirusa,
ale nie wplywa na ich zachorowanie (52). Natomiast
chimeryczne przeciwciala monoklonalne przeciwko
Haemophilus parasuis hamuja namnazanie sie zaraz-
ka in vitro, ale tylko cze$ciowo chronig prosieta przed
zakazeniem (53). Przeciwciala rekombinowane scFv
przeciw fimbriom K99 enterotoksynogennych szcze-
pOw Escherichia coli znacznie obnizaja zachorowalnos¢
cielat noworodkéw (54). Przeciwciata scFv anty-Eime-
ria tenella z ekspresja na groszku i anty-E. acervulina
z ekspresjg na Nicotiana benhemiana redukuja u kur-
czat karmionych zmodyfikowanymi roslinami liczbe
oocytow pasozyta w kale (55). Rozwaza sie wykorzy-
stanie scFv skierowane przeciw czynnikowi A wigzace-
mu fibronektyne i czynnikowi zlepiania A Staphylococ-
cus aureus w profilaktyce i leczeniu zapalenia gruczotu
mlekowego u krow (56).

U ludzi terapia przy uzyciu przeciwcial monoklo-
nalnych jest szerzej stosowana anizeli u zwierzat. Od-
nosi sie to zwlaszcza do chordb wirusowych. W przy-
padku groznych chordb wywotanych wirusami Zika,
ebola, HIV, wirusem syncytialnym terapia z ich uzy-
ciem jest waznym komponentem wspierajacym lecze-
nie farmakologiczne. W ostatnich 20 latach wyprodu-
kowano i wprowadzono do leczenia chordb ludzi ponad
60 rekombinowanych przeciwcial monoklonalnych (57).

Celem przeciwcial monoklonalnych przeznaczo-
nych do terapii moze by¢, jak to ma miejsce w przy-
padku ludzkiego cytomegalowirusa (HCMV), pentame-
tryczny kompleks glikoproteinowy gH. Przeciwciato
CSJ1438 jest przeciwciatem chimerycznym o podwdjnej
swoistosci, ktore faczy zalety obydwu typow przeciw-
cial monoklonalnych: LJP538 skierowanego na biatko
gB wirusa i LJP539 skierowanego na gH wirusa. Prze-
szto ono juz pozytywnie badania przedkliniczne na
wolontariuszach (58). Do walki z wirusem grypy pod-
jeto proby wyprodukowania przeciwciat monoklonal-
nych neutralizujacych wszystkie znane szczepy wirusa
grypy A. Na drodze inzynierii molekularnej wyprodu-
kowano przeciwciala humanizowane VIS410 w klasie
IgG1 skierowane na region macierzysty (stem) wiru-
sa grypy (59). Ich przydatnos¢ kliniczna jest w trak-
cie badan.

Duzo badan poswiecono wirusowi HIV i dengi. Do
najciekawszych nalezg badania Zhou i wsp. (60) do-
tyczace przeciwciala VRC01 neutralizujacego wirusa
HIV-1 wyizolowanego z limfocytéw B pacjenta zakazo-
nego przez HIV. Jest ono skierowane przeciw struktu-
rze CD4 na limfocytach T. Humanizowane przeciwcia-
1o 3BNC117 otrzymane od chorego na HIV pacjenta jest
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skierowane na gp120 wirusa. Natomiast przeciwciato
3BNC117 blokuje zakazenie i zmniejsza wiremie u maka-
kow zakazonych matpio-ludzkim wirusem SHIV-ADS.
Humanizowane przeciwcialo IgG4 mAb Pro 140 w ba-
daniach klinicznych wykazato silne i dtugo utrzymu-
jace sie w organizmie leczonym dzialanie przeciw-
wirusowe i bylo dobrze tolerowane przez pacjentow.

W przypadku wscieklizny otrzymano nie tylko prze-
ciwciala monoklonalne wykrywajace wirusa i prze-
ciwciala anty-wirus w organizmie, ale tez do ce-
16w terapeutycznych. Przeciwciato monoklonalne
CL18/ jest mieszaning dwoch monoklonalnych prze-
ciwcial CR57 i CR4098, ktére wiaza sie z epitopem gli-
koproteiny wirusa wscieklizny. CR57 wyizolowano
z komérek B pamieci immunologicznej pacjenta szcze-
pionego inaktywowang szczepionka przeciw wscie-
kliznie transformowanych wirusem Epsteina-Barr
(61). Wyprodukowano tez przeciwciala z fragmentu
jednego pojedynczego tanicucha o potrdjnej swoistos-
ci (scFv50AD1-Fd) skierowane przeciw glikoproteinie
wirusa wscieklizny, potagczone z domeng trimeryzacji
fibrytyny bakteriofaga T4 (Fd). Ta strategia otrzymy-
wania przeciwciat przeciw wsciekliznie moze zostac¢
wykorzystana do projektowania nowej generacji lekéw
przeciwko wsciekliZnie opartych na immunoterapii
(62). Przeciwciala monoklonalne stanowia alternaty-
we dla konskiej lub ludzkiej immunoglobuliny prze-
ciw wirusowi wscieklizny stosowanej u ludzi po poka-
saniu przez chore zwierze. Dwa neutralizujace ludzkie
przeciwciala monoklonalne RVC20 i RVC58 (wigzace sie
odpowiednio z miejscem antygenowym I i III) o duzej
swoistosci epitopowej i szerokim spektrum reaktywno-
$ci stanowiag wazna i niedroga alternatywe dla dotych-
czas stosowanych immunoglobulin. Do ich otrzymania
wykorzystano limfocyty B pamieci immunologicznej
od czterech wybranych szczepionych dawcow. In vitro
RVC20 i RVC58 byty zdolne do neutralizowania wszyst-
kich 35 wirusow wscieklizny (RABV) i 25 Lyssaviruséw
innych anizeli RABV. Koktajl RVC20-RVC58 chronit
chomiki syryjskie przed zakazeniem $miertelng daw-
ka RABV i nie wptywat na odpowiedZ na szczepienie
przeciw wsciekliZnie (63).

Celem terapii dengi przy uzyciu przeciwcial mono-
klonalnych jest uniemozliwienie interakeji przeciwciat
z FcyRs na makrofagach (64). Mutacja uzyskana na dro-
dze inzynierii w regionie Fc D23-1G7C2 IgG1 spowodo-
wala silng redukcje powinowactwa regionu FcIgG1 do
FcyRs (65).

Nowotwory

Wiek XXI cechuje ogromny postep w diagnostyce i le-
czeniu nowotwor6w. Nie jest przesadne stwierdzenie,
ze immunoterapia zaczyna ogrywac coraz wieksza role
i przynosi bardzo dobre efekty w wielu typach nowo-
tworéw. Przestaje powoli by¢ wykorzystywana jako
metoda wspomagajaca leczenie chirurgiczne, radio-
terapie i farmakoterapie. Celem immunoterapii z uzy-
ciem przeciwcial monoklonalnych jest zablokowanie
szlak6w onkogenezy, nasilenie apoptozy, modulowa-
nie reakcji ligand-receptor, blokowanie okreslonego re-
ceptora dla czynnika wzrostu, zaburzenie angiogene-
zy w obrebie nowotworu (66). W weterynarii, podobnie

Zycie Weterynaryjne * 2019 * 94(2)

PRACE POGLADOWE

jak w medycynie, immunoterapia nowotworow, gtow-
nie zwierzat towarzyszacych czlowiekowi, z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych zaczyna odgrywac coraz
wieksza role (67).

Wyraznie zarysowaly sie przy tym tendencje do
wykorzystania w terapii okreslonych form przeciw-
cial monoklonalnych, od immunotoksyn i koniugatow
przeciwcial monoklonalnych z radioizotopami przez
przeciwciata chimeryczne i o podwdjnej swoistosci do
rekombinowanych przeciwcial o zmniejszonej masie
czasteczkowej (Fv przeciwciala z jednego tancucha),
przeciwciat chimerycznych szczurzo-mysich, ludz-
ko-mysich i humanizowanych (68, 69).

Immunotoksyny, powstale przez polaczenie prze-
ciwciat monoklonalnych z toksyna roélin (rycyna, sa-
pryna, gelonina), toksynami bakteryjnymi (egzotok-
syna A Pseudomonas nodosus, Pseudomonas aeruginosa)
lub toksynami grzybowymi (a-sarcyna), sa bardzo
skuteczne. Do zabicia jednej komorki jest zdolna na-
wet jedna czasteczka rycyny. Pierwsza immunotok-
syne otrzymano w 1981 r. (70). Immunotoksyny sa
stosowane w leczeniu raka pecherza moczowego, bia-
taczki, chtoniaka, raka ptuc, czerniaka. Coraz czesciej
zamiast immunotoksyn z roslin i grzybow, ktére ce-
chuja sie duza immunogennoscia dla pacjentéw, sto-
suje sie immunotoksyny powstate z polgczenia prze-
ciwcial monoklonalnych z toksyng Corynebacterium
diphtheriae, Pseudomonas spp., endogennymi biatka-
mi ludzkiego pochodzenia, np. z RNA-zami i granzy-
nami (71). Dalsze ulepszenie immunotoksyn dotyczy
zmniejszenia ich immunogennosci, zwigkszenia se-
lektywnosci w odniesieniu do komérek nowotworo-
wych, zmniejszenia dzialania na zdrowe komorki or-
ganizmu. W immunotoksynie SSIP domene I toksyny
A Pseudomonas aeruginosa zastepuje Fv skierowane prze-
ciw mezotelinie (biatko 40 kDa o ekspresji na komor-
kach nabtonka), natomiast immunotoksyna RG7787 za-
wiera humanizowany fragment Fab i jest pozbawiona
domeny II toksyny P. aeruginosa. Toksyna dyfteryto-
wa ma trzy domeny: katalityczng, transmembrano-
wa i wigZzaca, zas w immunotoksynie Denileukin difi-
tox w miejsce domeny wigzacej toksyny dyfterytowej
wstawiono IL-2, co umozliwia wigzanie immunotok-
syny do komdrek z receptorem dla IL-2. W immuno-
toksynie hSGZ rekombinowana gelonina taczy sie z Fv,
ktory wiaze sie z receptorem czynnika wzrostu fibro-
blastéow 14-KD (Fni4), a domena bZIP (Basic Leucine
Zipper Domain) zwieksza aktywno$¢ immunotoksy-
ny przez umozliwienie dimeryzacji (72). W koniuga-
tach przeciwcial monoklonalnych z izotopami wy-
korzystuje sie m.in. Jod®, Itr*°. Dajg one dobre efekty
w leczeniu nowotworéw wywodzacych sie z uktadu
krwiotworczego. Azeby dodatkowo zwiekszy¢ ich efek-
tywnos$¢ taczenia z komérkami nowotworu, dodaje sie
cytokiny (IL-2) celem zwiekszenia przepuszczalnosci
naczyn lub INF-y, ktéry stymuluje ekspresje antyge-
noéw nowotworowych (73). W leczeniu biataczki mie-
loidalnej sg one skierowane przeciw strukturze CD33
chloniaka Raji B, przeciw CD74, w leczeniu przerzutow
nowotworow watroby przeciw antygenowi CEA (anty-
gen rakowo-plodowy) i glikoproteinie A33 (74). U psow
w profilaktyce odrzucania przeszczepu szpiku zasto-
sowano z powodzeniem przeciwciala monoklonalne
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dwuswoiste anty-CD45 i anty-TCR of limfocytéw T re-
gulatorowych skoniugowane z radioaktywnym bizmu-
tem-213 (75) oraz przeciwciala monoswoiste anty-CD45
skoniugowane z astatyng-211 (76). Przeciwciala prze-
ciwnowotworowe wstrzykniete do nowotworu moga
indukowac niszczenie komdrek nowotworu za pomo-
3 takich endogennych mechanizméw komdrkowych
jak cytotoksyczno$¢ zalezna od ukladu dopetniacza
(CDC), cytotoksycznos¢ komoérkowa zalezna od prze-
ciwcial (ADCC), immunofagocytoza. W przypadku ADCC
niszczenie nowotworu jest wywolywane przez region
Fc przeciwciala zwigzanego z komdrka nowotworowa
i receptorami Fcy na komoérkach efektorowych uktadu
immunologicznego (neutrofile, makrofagi, NK). Mo-
dyfikacja polegajaca na przyklad na glikozylacji w re-
gionie przeciwciala wigzacym sie z receptorem moze
odgrywac kluczowa role w uruchomieniu mechani-
zmow cytotoksycznosci ADCC i CDC (77).
Przeciwciala chimeryczne IgG1 nieskoniugowa-
ne otrzymano w 1997 r., chimeryczng mysio-szczurzg
hybryde w 2009 r., a chimeryczne IgG1 skoniugowane
z lekiem auristatin E (Brentuximab vedotin) w 2011 r.
Przeciwciala chimeryczne nie wywotujq przeciw sobie
efektywnej odpowiedzi immunologicznej i sa powoli
eliminowane z krazenia pacjenta (78). Szerokie zasto-
sowanie w leczeniu chtoniakéw nieziarniczych znajduje
chimeryczne ludzko-mysie przeciwciato monoklonal-
ne skierowane przeciwko antygenowi CD20 (79). Prze-
ciwcialo, wiazac sie z antygenem CD20 na powierzch-
ni komorki, uruchamia mechanizmy lizy komérkowej
za posrednictwem reakcji cytotoksycznosci zaleznej od
przeciwcial (ADCC) oraz aktywacji dopelniacza (CDC).
W leczeniu bialaczki u pséw z powodzeniem stosuje sie
chimeryczne przeciwciata anty-CD20 (80). Tworzy sie
tez przeciwciata chimeryczne o podwdjnej swoistosci,
ktore taczg zalety obydwu typow przeciwcial monoklo-
nalnych. Przeciwciata o podwdjnej swoistosci, skiero-
wane przeciw strukturze CD3 na limfocytach T pola-
czone z przeciwciatem przeciwnowotworowym zbliza
limfocyt T do komérki nowotworowej i rGwnoczesnie
aktywuje jego zdolnos¢ cytotoksyczng. Otrzymano tez
przeciwciata o podwdjnej swoistosci w ktérych jeden
fragment przeciwciata monoklonalnego jest skierowa-
ny przeciw czasteczkom CD2 lub CD16, drugi zas prze-
ciwko komoérce nowotworowej. Sa one stosowane w le-
czeniu raka jajnika, raka sutka, glejaka, ostrej biataczki
szpikowej. Rownoczesne podanie choremu z tymi prze-
ciwcialami cytokin i komoérek efektorowych zwieksza
efektywno$¢ podawanych komoérek. Przeciwciala mono-
klonalne majg wigzac i aktywowac komorki efektorowe
W miejscu rozwoju nowotworu (81). Spo$réd oméwio-
nych wielu celéw terapeutycznych przeciwciat mono-
klonalnych w nowotworach wazny jest receptor naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR - epidermal growth
factor receptor). Jego zablokowanie poprzez zwigzanie
go ze swoistym przeciwcialem przynosi dobre efek-
ty w terapii celowanej w wielu nowotworach, zwlasz-
cza w przerzutowym drobnokomérkowym raku pluc,
raku odbytnicy, raku trzustki, raku ptaskonabtonko-
wym glowy i szyi (82). Psie przeciwciala monoklonal-
ne anty-EGFR hamuja u psow w 40-60% prolifera-
cje komorek raka sutka, in vitro zwiekszaja niszczenie
komoérek nowotworowych w procesie fagocytozy (83).

W leczeniu raka jelita grubego stosuje sie przeciw-
ciala monoklonalne skierowane przeciw czynnikowi
wzrostu $rédbtonka naczyn (VEGF) odgrywajacego
kluczowa role w angiogenezie wokét i w obrebie guza,
dzieki czemu nastepuje rozwdj nowotworu i przerzuty.
Rekombinowane humanizowane przeciwciato monoklo-
nalne IgG1 przez wybidrcze zwiazanie sie z VEGF blo-
kuje proliferacje komérek indukowang przez VEGF (84).

Wprowadzenie lekow przeciw czynnikowi martwicy
guza (TNF-a) do praktyki klinicznej otworzylo nowa
ere w terapii przewleklych schorzen zapalnych. Inte-
rakcja TNF-a z receptorami TNFR1/p55 i TNFR2/p75
aktywuje wiele szlakow sygnatowych o kluczowym
znaczeniu dla przezycia, apoptozy komorki, zapale-
nia i odporno$ci. TNF-a wptywa na wzrost guza, prze-
zycie, réznicowanie, inwazyjno$¢, przerzuty oraz na
sekrecje cytokin pro-angiogennych (85). Chimerycz-
ne przeciwcialo monoklonalne (Infliximab) zbudowa-
ne z mysiego zmiennego regionu Fab anty-TNF-a oraz
ze stalego fragmentu Fc ludzkiej IgG1 neutralizuje bio-
logiczna aktywno$¢ TNF-a przez zwigzanie rozpusz-
czalnego i zwigzanego z btong komdorkowa TNF-a. Ini-
cjuje ono tez lize komorek z ekspresja TNF-a. w reakeji
cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza (CDC) lub od
przeciwciat (ADCC). Zwiekszajac przepuszczalnosc na-
czyn krwionosnych zaopatrujacych guz, przeciwciata
monoklonalne anty-TNF-a ulatwiaja przenikanie cy-
tostatykéw do guza i jego niszczenie (86).

Skuteczne w terapii nowotworéw sg rekombinowane
przeciwciata dwuswoiste (BiMabs). Maja mase od kil-
ku do 1000 kDa. Celem ich dzialania jest: zablokowa-
nie dwu receptoréw powierzchniowych komoérki, za-
blokowanie dwu ligandéw, sieciowanie dwu receptoréw
i/lub rekrutacja limfocytéw T. Trojswoiste przeciwcia-
la (TrioMabs) sa zbudowane z dwu zmiennych frag-
mentow Fv dwu réznych przeciwciat monoklonalnych
wiazacych antygen w jednym tancuchu peptydowym
i komponenty Fc w celu wlaczania komdrek odporno-
$ciowych. Po zwigzaniu z komdrka nowotworowga po-
budzaja limfocyty T do podziatéw, wytwarzania ad-
hezyn, granzymow i perforyn niszczacych nowotwor
(87). Catumaxomab (TrioMabs) jest hybryda szczu-
rzo-mysia IgG2 o masie 150 kDa (88). Jeden fragment
Fv przeciwciala monoklonalnego wigze sie z EpCAM
(transmembranowa glikoproteina obecna na wielu
komorkach nowotworowych), drugi z czasteczka CD3
na limfocytach T, a domena Fc 13czy sie z receptora-
mi Fc na komorkach odpornosciowych: makrofagi,
komorki NK. Nastepstwem jest zniszczenie komorek
nowotworu powodujace ich lize, fagocytoze, niszcze-
nie w reakcji cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat
(ADCC), cytotoksycznos$ci przy wspotudziale cytokin.
Lek jest stosowany w terapii raka zotadka i raka jaj-
nikéw. Natomiast w przypadku Blinatumomab (BiTE)
jeden zmienny fragment l3czy sie z CD19 komorek no-
wotworowych, drugi z CD3 cytotoksycznych komorek T,
fragmenty domeny zmiennej (Fv) sg potaczone nieim-
munogennymi sekwencjami facznika glicyna-seryna
(89). Efektem jest liza komoérek nowotworu. Preparat
jest stosowany w leczeniu ostrej i chronicznej biataczki
limfatycznej i chtoniakéw. Obecnie w badaniach przed-
Kklinicznych i klinicznych jest ponad 50 tego typu prze-
ciwciat dla réznych typ6w raka (90).
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Jednym z nowych kierunkow immunoterapii raka jest
blokada receptora programowanej $mierci-1 (PD-1) na
limfocytach T, limfocytach B i monocytach/makrofa-
gach. Jego zwiazanie z programowanym ligandem PD-
L1 (biatko transmembranowe 40 kDa) hamuje aktywacje
uktadu odpornosciowego. Okazalo sie, ze swoiste mo-
noklonalne przeciwciala anty-PD-11i anty-PD-L1, blo-
kujac interakcje PD-L1/PD-1, aktywuja limfocyty T do
zwiekszenia produkcji IFN-y (91). Blokada PD-L1/PD-1
przez psie przeciwciato monoklonalne moze zosta¢ wy-
korzystana w leczeniu nowotworéw psow z ligandem
PD-L1 (92). Oprécz monoklonalnych przeciwciat IgG
w terapii nowotworéw z ekspresja FceR, takich jak re-
kombinowane przeciwciata IgE dla tego receptora im-
munoglobuliny dajg lepsze efekty anizeli inne izotypy
przeciwciat (93, 94).

Leczenie przeciwcialami monoklonalnymi przynosi
niekwestionowane korzysci. Koncerny farmaceutycz-
ne oferujg prawie co miesigc nowe leki do terapii celo-
wanej w chorobie nowotworowej i chorobach zwyrod-
nieniowych zwigzane z wiekiem zwyrodnienie plamki
z0ttej oraz autoimmunologicznych. Pomimo wysokiej
ceny ze wzgledu na skuteczno$¢ znajduja rzesze na-
bywcéw. Wiele przeciwcial monoklonalnych w tera-
pii jest dobrze tolerowanych. Jednak nalezy mie¢ na
uwadze mozliwo$¢ wystapienia niepozadanych reakcji
u pacjentéw. Juz wczesniej zauwazono, ze moga wy-
stapi¢: anafilaksja, choroba posurowicza, zespét lizy
guza, trombocytopenia immunologiczna, burza cytokin
(CRS) lub ogdlnoustrojowy zespdt odpowiedzi zapalnej
(SIRS) (95). Przeciwciata anty-TNF-a moga indukowac
autoimmunologiczne choroby tarczycy, a przeciwciala
przeciwko limofocytom cytotoksycznym T zwigzane
z antygenem CTLA4 (antygen blonowy limfocytéw T
aktywowany pod wplywem antygenu) autoimmuno-
logiczne zapalenie okreznicy. W leczeniu humani-
zowanym przeciwciatem anty-EGFR moze wystapic
wysypka, a przeciwcialo monoklonalne anty-ERBB2
(receptorowa kinaza tyrozynowa) moze dziataé kar-
diotoksycznie. Burze cytokinowa notuje sie po leczeniu
przeciwcialami anty-CD28 (Theralizumb, TGN1412; 96).
U pséw mysie przeciwciata monoklonalne 231 induku-
ja goraczke i obrzek. Chimeryzacja przeciwcial mono-
klonalnych i stosowanie jednogatunkowych przeciw-
cial monoklonalnych (humanizowane, porcynowane,
psie) zmniejsza wystapienie reakcji niepozadanych, ale
nie eliminuje ich catkowicie (91). Monitoring (test ELI-
SA i cELISA) pojawienia sie i narastania miana prze-
ciwcial anty-przeciwciala monoklonalne pozwala na
wczesne podjecie dziatan profilaktycznych celem eli-
minacji dziatan niepozadanych.
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