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Kratak sadrzaj

Monoklonska antitela (mAt) i njihovi derivati su najveca grupa proteina koji se koriste u
terapiji i predstavljaju segment farmaceutske industrije koji se najbrzZe razvija. Osobine antitela
koje ih ¢ine izuzetno interesantnim za primenu u terapiji su prvenstveno njihova visoka
specifi¢nost za ciljni molekul a zatim i njihova karakteristi¢na grada. Pored visoke specificnosti,
i druge osobine antitela kao $to su imunogenost, afinitet, stabilnost, efektorske funkcije,
poluzivot, penetracija i distribucija u tkiva, moraju se uzeti u obzir kada se ove molekule koriste
kao lekovi. Sa stanovista proizvodnje, Sto lak$e dobijanje, stabilnost i manja cena su najvazniji
zadaci koje farmaceutska industrija treba da ostvari.

U ovom radu bi¢e opisana grada i funkcija antitela, savremene metode za dobijanje
delimi¢no i kompletno humanih mAt i njihovih derivata, kao i nacini za poboljSanje njihovog
afiniteta, efektorske funkcije i farmakokinetike.

Kljucne re¢i: monoklonska antitela, derivati antitela, humana antitela,
efektorske funkcije
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1. Uvod

Monoklonska antitela (mAt) 1 njihovi derivati su najveca grupa proteina koji se
koriste u terapiji i predstavljaju segment farmaceutske industrije koji se najbrze razvija.
Trenutno je na trziStu Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) i Evropske unije (EU) vise
od 30 antitela odobrenih od strane Agencije za hranu i lekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) 1 Evropske agencije za lekove (engl. European Medicines
Agency, EMA) dok je oko 350 mAt u razli¢itim fazama klinickih studija (1, 2). Na
trziStu jo§S uvek dominiraju mAt koja se koriste u terapiji kancera, zatim po
zastupljenosti slede preparati mAt za terapiju bolesti u ¢ijoj osnovi su imunoloski
poremecaji, a sve je viSe 1 mAt protiv razli¢itih infektivnih agenasa.

lako je prvo registrovano mAt bilo poreklom iz miSa (muromonab-CD3) dalji
razvoj ovih bioloskih lekova iSao je u pravcu himernih, humanizovanih i narocito,
kompletno humanih antitela. Noviji podaci pokazuju (period od 2000. do 2008. godine)
da su od svih mAt koja su uSla u klinicke studije, 45% bila humana mAt, 39%
humanizovana, dok je procenat himernih (9%) 1 misjih (7%) antitela znaajno smanjen
(3).

Osobine antitela koje ih ¢ine izuzetno interesantnim za primenu u terapiji su
prvenstveno njihova visoka specificnost za ciljni molekul, a zatim 1 njihova
karakteristi¢na grada. Pored visoke specificnosti, i druge osobine antitela kao Sto su
imunogenost, afinitet, stabilnost, efektorske funkcije, poluzivot, penetracija i
distribucija u tkiva, moraju se uzeti u obzir kada se ove molekule koriste kao lekovi. Sa
stanovista proizvodnje, Sto lakSe dobijanje, stabilnost i manja cena najvazniji su zadaci
koje farmaceutska industrija treba da ostvari.

U ovom radu bi¢e opisana grada i funkcija antitela, savremene metode za
dobijanje delimi¢no i kompletno humanih mAt i njihovih derivata, kao 1 nacini za
poboljSanje njihovog afiniteta, efektorske funkcije i farmakokinetike.

2. Struktura i funkcije antitela

Antitela ili imunoglobulini (Ig) su visoko specifi¢ni proteini sekretovani od strane
B limfocita ¢ija je uloga da neutraliSu i uklone mikroorganizme i njihove toksine.
Postoji pet klasa imunoglobulina: IgM, IgG, IgE, IgA i IgD. Sa biotehnoloSkog aspekta,
IgG je najvaznija klasa i kod ljudi postoji Cetiri potklase IgG - IgG1, IgG2, 1gG3 1 [gG4.
IgG se sastoji iz dva identi¢na teska (engl. heavy, H) lanca (50 kDa) i dva identi¢na laka
(engl. light, L) lanca (25 kDa). Laki lanci IgG se sastoje od jednog varijabilnog (V)
domena (VL) i jednog konstantnog (C) domena (CL), dok teske lance Cine jedan V
domen (VH) i tri C domena (CH1, CH2 i CH3) (Slika 1a).
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Funkcijski, molekul antitela se moze podeliti na dva fragmenta koji vezuju
antigen (engl. fragment antigen binding, Fab) 1 konstantni Fc region koji je odgovoran
za biolosku aktivnost i efektorske funkcije antitela, a ime je dobio zbog osobine da
kristaliSe u rastvoru (engl. fragment crystalline). Izmedu Fab i Fc regiona, kod veéine
antitela, nalazi se savitljivi zglobni region (Slika 1a).

2)

Fab
b)
Ig konjugat F(ab’), Fab
bispecifi¢no At ScFv

- citotoksicni lek

N =

Slika 1. Struktura molekula antitela IgG klase (a), imunokonjugata i derivata antitela (b).
Skraéenice: CDR, hipervarijabilni region; Fab, fragment koji vezuje antigen; Fc,
konstantni fragment; Fv, varijabilni fragment; Cy, konstantni domen teSkog
lanca; Cp konstantni domen lakog lanca; Vy, varijabilni domen teSkog lanca; Vi,
varijabilni domen lakog lanca; ScFv, jednolanc¢ani varijabilni fragment.

Figure 1.The structure of IgG antibody molecule (a), antibody conjugates and fragments (b).
Abbreviations: CDR, complementarity determining region (hypervariable
region); Fab, antigen-binding fragment; Fc, crystalline fragment; Fv, variable
fragment; Cy, heavy chain constant domain; Cy light chain constant domain;
Vy, heavy chain variable domain; Vi, light chain variable domain; ScFv, single-
chain variable fragment.
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Varijabilni domeni H i L lanaca na aminoterminalnom kraju Fab fragmenata
vezuju antigene. U okviru svakog VH i VL domena nalaze se tri hipervarijabilna
regiona tj. CDRs (engl. complementarity determining regions) od kojih najveéu
varijabilnost ima CDR3, 1 on najviSe u€estvuje u vezivanju antitela za antigen. Ostale
amino-kiseline V regiona okruzuju CDR regione i pruzanjem potpore omogucéavaju
njihovo usmeravanje u prostoru ka antigenu (engl. framework residues, FR) (Slika 1a).

Antitela svoje Fc regione (najces¢e je to CH2 domen) koriste za aktivaciju
razli¢itih efektorskih mehanizama. Celijska citotoksi¢nost zavisna od antitela (engl.
antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) 1 citotoksi¢nost zavisna od
komplementa (engl. complement-dependent cytotoxicity, CDC) su najvazniji efektorski
mehanizmi pomoc¢u kojih se mikroorganizmi i1 njihovi toksini eliminiSu. Da bi antitela
ostvarila te funkcije neophodno je ucesce razliCitih komponenti odbrane domacéina kao
Sto su fagocitne, urodenoubilacke (engl. natural killer, NK) ¢elije 1 sistem komplementa.
Tokom ADCC antitela se vezuju za Fc receptore (FcR) koji se nalaze na povrSini
makrofaga i neutrofila (FcyRI) kao 1 na povrSini NK ¢elija (FcyRIII) 1 dovode do
fagocitoze odnosno lize ciljne ¢elije koja je oblozena antitelima IgG klase. Kod CDC,
vezivanje C1q komponente komplementa za IgG antitela vezana za ciljnu ¢eliju dovodi
do kaskadnog aktiviranja komponenti komplementa na povrsini iste celije i sledstveno
njene lize. Treba naglasiti da je kod ljudi IgG1 potklasa najefikasnija u aktivaciji oba
navedena efektorska mehanizma (ADCC i CDC) $§to je cini najprikladnijom za
koriS¢enje u terapiji tumora i infekcija izazvanih razliitim patogenima kod ljudi. S
druge strane, IgG4 potklasa je neefikasna u zapocinjanju ADCC ili CDC, pa se zato ova
antitela mogu koristiti u nekim dijagnostickim procedurama ili pak kada je neophodno
blokirati neki molekul na povrsini ciljne ¢éelije ali ne 1 aktivirati efektorske mehanizme
imunskog sistema koji ¢e unistiti ciljnu ¢eliju.

Pored vazne uloge Fc regiona u aktivaciji efektorskih ¢elija imunskog sistema,
ovaj region je povezan i sa vremenom poluzivota IgG antitela u serumu. Naime, jedan
tip FcR, nazvan neonatalni FcR (FcRn) jer je ispoljen u placenti i ima vaznu ulogu u
neonatalnom imunitetu, ispoljen je i u endotelu i nekim drugim tipovima ¢elija odraslih
osoba, gde ucestvuje u zastiti IgG antitela od intracelularnog katabolizma. Kada
endotelne ¢elije preuzmu IgG antitela, FcRn, koji se nalazi u endozomima endotelnih
¢elija, vezuje se za antitela izmedu CH2 i CH3 domena. Ovako vezana IgG antitela su
zaSti¢ena od degradacije u lizozomima i vracaju se nazad u cirkulaciju. Kao posledica
ovog procesa IgG antitela imaju poluzivot od oko tri nedelje (23 dana) $to je mnogo
duze od poluzivota ostalih klasa antitela (npr. poluzivot antitela IgA klase je 6, IgM je 5
1 IgE klase je 2 dana). Ova osobina Fc regiona IgG antitela je od izuzetnog znacaja u
praksi kod dizajniranja bioloSkih lekova. Tako, ako zelimo da smanjimo poluzivot
antitela koje se koristi u terapiji umesto kompletnog molekula IgG mogu se koristiti
samo Fab fragmenti, ili ako zelimo da produzimo poluzivot nekom proteinu koji se
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koristi u terapiji mozemo ga vezati za Fc region IgG (npr. vezivanje solubilnih receptora
za citokine za Fc fragment humanog IgG molekula) (4).

3. Razvoj monoklonskih antitela za terapijsku primenu
3.1. Misja monoklonska antitela

Nakon otkri¢a 1 uspostavljanja tehnologije hibridoma 1975. godine, koja je
omogucila dobijanje mAt nakon fuzije besmrtnih ¢éelija mijeloma sa B ¢elijama slezine
misa koje produkuju antitelo zeljene specifi¢nosti, nastala je prva generacija misjih mAt
koja je koris¢ena u terapijske svrhe (5, 6) (Slika 2). Istorijski, najznacajnije je anti-CD3
misje mAt, muromonab (Orthoclone OKT3®, Tabela I) jer je to prvo antitelo koje je
odobreno 1986. godine za spreCavanje odbacivanja transplantiranog bubrega. Uprkos
velikim o€ekivanjima, ova terapija nije pokazala dobre rezultate. Uzrok lezi u ¢injenici
da su mi§ja mAt imunogena za Coveka i1 da terapija ovim antitelima, narocito
ponovljena, dovodi do teskih imunoloskih reakcija u organizmu pacijenta, kao posledica
nastanka humanih anti-misjih antitela (engl. human anti-mouse antibody, HAMA) (7).
Podaci dobijeni analizom stvaranja antitela u organizmu pacijenta (anti-antibody
response; AAR) nakon primene 44 razli¢ita miSja mAt pokazuju da 84% misjih mAt
indukuje znac¢ajan HAMA odgovor, dok samo 7% odnosno 9% odgovor koji se moze
tolerisati ili zanemariti (8).

misje himerno humanizovano humano

- omab - ximab - zumab - umab

Slika 2. Sematski prikaz mi$jih, himernih, humanizovanih i humanih antitela.
U internacionalnom nezasticenom nazivu antitela sufiks -omab oznacava misja, -
ximab himerna, -zumab humanizovana, a -umab humana antitela.

Figure 2. Shematic representations of mouse, himeric, humanized and human antibodies.

International non-proprietary naming convention: -omab, murine; -ximab,
chimeric; -zumab, humanized; -umab, human.
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3.2. Himerna monoklonska antitela

U cilju smanjenja imunogenosti misjih mAt, genetickim inzenjeringom je
konstruisano himerno antitelo ¢iji su varijabilni regioni mi§jeg, a konstantni humanog
porekla (9, 10). Sustina ove tehnike je da se iz hibridoma izoluju geni koji kodiraju
tesSke 1 lake lance miSjeg mAt zeljene specificnosti, dok se iz humanih B limfocita
izoluju geni koji kodiraju teSke i lake lance humanih antitela. Zatim se genetickim
inZenjeringom konstruiSu himerni geni koji se sastoje iz miSjih gena koji kodiraju
varijabilne regione i humanih gena koji kodiraju konstantne regione teskih i lakih
lanaca. Kada se himerni geni ubace u ¢elije ovarijuma kineskog hrc¢ka (engl. Chinese
hamster ovary, CHO), ili mi§je mijelomske celijske linije (NSO i SP2/0) do¢i ¢e do
sinteze 1 sekrecije himernih antitela koja su oko 70% humana (Slika 2). Ova antitela
imaju istu specificnost za ciljni molekul kao i mi§je mAt iz kog su nastala, dok su
poluzivot 1 efektorske funkcije mnogo slicnije humanom antitelu. Osam godina od
uvodenja misjeg, Orthoclone OKT3® u terapiju, 1994. godine, drugo antitelo odobreno
za terapiju spre¢avanja koagulacije krvi bilo je abciksimab, Fab fragment himernog mAt
(ReoPro®, Tabela I). Od tada jo§ pet himernih mAt je odobreno i koristi se u terapiji
razli¢itih oboljenja (Tabela I). Iako su himerna antitela manje imunogena za ¢oveka od
misjih, i ona mogu dovesti do znacajnog stvaranja humanih anti-himernih antitela (engl.
human anti-himeric antibody, HACA). Analizom 15 himernih antitela sa jasnim AAR,
40% himernih antitela je imalo zna¢ajan HACA odgovor, dok je 27% odnosno 33%
imalo HACA odgovor koji se mogao zanemariti ili tolerisati (8).

3.3. Humanizovana monoklonska antitela

Dalji napredak u dizajniranju mAt, sa joS boljim osobinama a manjom
imunogenos$c¢u, odnosio se na presadivanje samo najvarijabilnijih, CDR regiona mi$jeg
antitela u humani molekul antitela, jer kao $to je ve¢ ranije pomenuto, ti regioni su
najvazniji za kontakt sa specificnim antigenom (10, 11). Medutim, antitelo koje je
nastalo kao rezultat presadivanja samo CDR regiona cesto je imalo znacajno smanjen
afinitet vezivanja za antigen. Da bi se ovaj problem prevaziSao i zadrzao afinitet
originalnog misjeg antitela, u molekul humanog antitela, pored CDR regiona, presadene
su 1 okvirne mi§je sekvence koje podrzavaju orijentaciju CDR u prostoru, ¢ime je
znacajno unapreden razvoj humanizovanih mAt. Novonastalo humanizovano antitelo je
bilo viSe od 90% humano (Slika 2). Od 1997. godine, kada je daklizumab (Zenapax®)
prvo humanizovano antitelo specificno za alfa lanac receptora za interleukin (IL)-2
primenjeno u terapiji sprecavanja akutnog odbacivanja transplantiranog bubrega, jo§
devet humanizovanih mAt je odobreno za terapiju i u klinickoj je primeni (Tabela I).
Podaci dobijeni analizom stvaranja antitela u organizmu pacijenta nakon primene 22
humanizovana antitela pokazuju prisustvo humanih anti-humanizovanih antitela
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(HAHA), pri ¢emu je kod samo 9% primenjenih antitela HAHA odgovor bio znacajan,
dok je kod 55% on bio zanemalrljiv ili se mogao tolerisati (36%) (8).

Analizom stvaranja antitela u organizmu pacijenta nakon primene mi§jih,
himernih ili humanizovanih mAt jasno je pokazano da himerizacija odnosno
humanizacija misjih antitela znacajno smanjuje njihovu imunogenost. Medutim, i
himerna i humanizovana mAt pokazuju skoro jednake procente AAR koji se mogu
tolerisati (27% himerna u odnosu na 36% humanizovana) ili zanemariti (33% himerna u
odnosu na 55% humanizovana) $to ukazuje na neophodnost smanjivanja imunogenosti i
himernih 1 humanizovanih antitela.

3.4. Humana monoklonska antitela

Krajnji cilj u razvoju mAt za terapijsku primenu bio je posti¢i potpunu
biokompatibilnost tj. konstruisati mAt koje ¢e se sastojati od kompletno humanih
polipeptidnih lanaca. Dok je proizvodnja mis§jih mAt postala rutina, proizvodnja
humanih mAt klasicnom tehnologijom hibridoma je bila otezana i manje uspesna jer su
humani hibridomi bili nestabilni i1 in vivo imunizacija ljudi, za razliku od misa, nije bila
moguca za veéinu antigena. Medutim, razvoj metoda za ispoljavanje fragmenata antitela
u bakterijama 1 prikazivanje tih fragmenata na bakteriofagima tzv. “phage-display”
tehnologija, kao i moéne tehnike za selekciju fragmenata antitela koji imaju Zeljenu
specificnost za odredeni ciljni antigen, omogucio je nastanak humanih mAt (12-14).
Pored, ”phage-display” tehnologije za dobijanje humanih mAt koriste se i transgeni
misevi koji sadrze gene za humane imunoglobuline (15).

3.4.1. ,Phage-display” tehnologija

Antitela visokog afiniteta nastaju rekombinacijom razli¢itih genskih segmenata
koji kodiraju varijabilni region antitela 1 somatskim hipermutacijama gena za
imunoglobuline, naj¢es¢e u okviru CDR regiona (4). ”Phage-display” tehnologija moze
uspesno da imitira imunski sistem jer omogucava: i) formiranje velike biblioteke gena
koji ¢e kodirati antitela ili samo njihove delove koji vezuju antigen i ii) selekciju
fragmenata antitela koji ¢e se najvecim afinitetom vezati za zeljeni ciljni molekul.

U prirodnom molekulu At varijabilni regioni teskog i lakog lanca su delovi
razlicitih polipeptidnih lanaca. Medutim, nove tehnologije su omoguéile kombinovanje
varijabilnih regiona oba lanca u okviru jednog polipeptidnog lanca pri ¢emu nastaje
funkcijski protein koji vezuje antigen. To mini-antitelo naziva se jednolancani
varijabilni fragment (engl. single-chain variable fragment, ScFv) (Slika 1b). U njemu su
VH i1 VL povezani fleksibilnim peptidnim lancem, (GlysSer)s, koji olakSava orijentaciju
CDR ka antigenu na isti na¢in kao $to je to u prirodnom antitelu. ScFv proteini se
ispoljavaju na spoljnoj strani bakteriofaga vezani za gP3 protein njegovog omotaca.
Replikacijom bakteriofaga u E. coli nastaje biblioteka faga koji ispoljavaju ScFv
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fragmente specifi¢ne za Sirok spektar antigena. Izlaganjem takve biblioteke bakteriofaga
imobilisanom antigenu od interesa, moguce je selektivno izolovati fag za koji je vezan
odgovarajuci ScFv.

Koris¢enjem velikog repertoara naivnih (repertoar V gena nastao kloniranjem
gena za antitela izolovanih iz neimunizovanih jedinki; najces¢i izvor iRNK su limfociti
periferne krvi, kostna srz, tonzile i dr.) i sintetiCkih (repertoar V gena nastaje in vitro)
biblioteka moguce je izolovati ScFv antitela visokog afiniteta koja prepoznaju, kako
strane, tako 1 sopstvene antigene. Nakon odabira ScFv koji se visokim afinitetom vezuje
za ciljni antigen, izoluju se geni koji kodiraju varijabilne regione teskog i lakog lanca i
koriste za sintetisanje kompletnog antitela kombinacijom sa genima za konstantne
regione, slicno kao §to je ve¢ opisano kod dobijanja himernih antitela (12-14). Jedina
razlika izmedu himernih antitela i antitela dobijenih ,,phage-display” tehnologijom je da
su ova druga kompletno humana (Slika 2). Prvo humano mAt dobijeno zahvaljujuéi
,,phage-display” tehnologiji je adalimumab (Humira®), i ono je 2002. godine odobreno
od strane FDA 1 primenjeno u terapiji reumatoidnog artritisa (Tabela I).

Tabela I Monoklonska antitela odobrena za terapijsku primenu u Evropskoj uniji (EU) i

Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD)'
Table I Therapeutic monoclonal antibodies approved in the European Union and United States of

America'
Internacionalni nezasti¢en naziv . Ciljni Prva primena za koju je mAt _Godlna kada
(Zasticen naziv) Tip molekul odobreno Je odobreno
u EU (SAD)
o profilaksa akutnog odbacivanja
Muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3®) misje IgG2 CD3 organa 1986 (1986#)
Abciksimab (Reopro®) himerno IgG1 Fab GPlIb/llla sprec¢avanje koagulacije krvi 1995 (1994)
® o Non-Hodgkin-ov limfom,
Rituksimab (MabThera™, Rituxan™)* himerno 1gG1 CD20 e 1998 (1997)
reumatoidni artritis
o profilaksa akutnog odbacivanja
Baziliksimab (Simulect™)* himerno 1gG1 IL-2R 1998 (1998)
organa
® profilaksa akutnog odbacivanja
Daklizumab (Zenapax™)* humanizovano IgG1 IL-2R 1999 (1997)#
organa
Palivizumab (Synagis®)* humanizovano IgG1 RSV prevencija infekcije RSV 1999 (1998)
Infliksimab (Remicade®)* himerno 1gG1 TNF-a Crohn-ova bolest 1999 (1998)
Trastuzumab (Herceptin®)* humanizovano IgG1 HER2 metastatski karcinom dojke 2000 (1998)
Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg®) humanizovano IgG4 CD33 akutna mijeloidna leukemija NO (2000#)
Alemtuzumab (MabCampath®, . N o )
Campath-1 H®) humanizovano IgG1 CD52 hroni¢na mijeloidna leukemija 2001 (2001)
Adalimumab (Humira®)* humano IgG1 TNF-a reumatoidni artritis 2003 (2002)
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Godina kada

Internacionalni nezasti¢en naziv . Ciljni Prva primena za koju je mAt .
(Zasticen naziv) Tip molekul odobreno je odobreno
u EU (SAD)

Tozitumomab-J*' (Bexxar®) migje 1gG2 CD20 Non-Hodgkin-ov limfom NO (2003)

Efalizumab (Raptiva®) humanizovano IgG1 CD11a psorijaza 2004 (2003)#

Cetuksimab (Erbitux®)* himerno 1gG1 EGFR metastatski kolorektalni karcinom 2004 (2004)

Ibritumomab tiuksetan (Zevalin®) misje 1gG1 CD20 Non-Hodgkin-ov limfom 2004 (2002)

Omalizumab (Xolair®)* humanizovano IgG1 IgE astma 2005 (2003)

Bevacizumab (Avastin®)* humanizovano IgG1 VEGF kolorektalni karcinom 2005 (2004)

Natalizumab (Tysabri®)* humanizovano IgG4 a-4 integrin multipla skleroza 2006 (2004)

® neovaskularna senilna makularna

Ranibizumab (Lucentis™)* humanizovano IgG1 VEGF . 2007 (2006)
degeneracija

Panitumumab (Vectibix®) humano IgG2 EGFR kolorektalni karcinom 2007 (2006)

o paroksizomalna no¢na

Eculizumab (Soliris™) humanizovano IgG2/4 | C5 N 2007 (2007)

hemoglobinurija
) e humanizovano IgG1
Certolizumab pegol (Cimzia™) Fab, pegilovan TNF-a Crohn-ova bolest 2009 (2008)
® reumatoidni i psorijazni artritis,

Golimumab (Simponi~)* humano IgG1 TNF-a ) L 2009 (2009)
ankiloz. spondilitis

Canakinumab (IIaris®) humano 1gG1 IL-13 Muckle-Wells sindrom 2009 (2009)

® pacov 1gG2/ mis 1gG2 o )

Catumaksomab (Removab™) bispecifiéno EPCAM/CD3 maligni ascites 2009 (NO)

Ustekinumab (Stelara®)* humano IgG1 IL-12/IL-23 psorijaza 2009 (2009)

Tocilizumab (RoActemra, Actemra®)* humanizovano IgG1 IL-6R reumatoidni artritis 2009 (2010)

Ofatumumab (Arzerra®) humano IgG1 CD20 hroni¢na limfocitna leukemija 2010 (2009)

Denozumab (Prolia®)* humano 1gG2 RANK-L gubitak koStane mase 2010 (2010)

Belimumab (Benlysta®) humano IgG1 BLyS sistemski eritemski lupus 2011 (2011)

Ipilimumab (Yervoy®) humano IgG1 CTLA-4 metastatski melanom 2011 (2011)

® himerno 1gG1; Hodgkin-ov limfom, anaplasti¢ni
Brentuksimab vedotin (Adcetris™) CD30 (2011)

imunokonjugat

limfom krupnih éelija

'Podaci za tabelu su preuzeti iz ref. 1 i modifikovani u skladu sa Nacionalnim registrom
lekova Republike Srbije; *mAt koja se nalaze u Nacionalnom registru lekova Republike Srbije
iz 2011. god.; #mAt povucena sa trziSta EU i/ili SAD; Skraéenice: CD, klaster diferencijacije;
GP, glikoprotein; IL, interleukin; R, receptor; RSV, respiratorni sincicijalni virus; TNF, faktor
nekroze tumora; HER, receptor za humani epidermalni faktor rasta; EGFR, receptor za
epidermalni faktor rasta; VEGF, faktor rasta vaskularnog endotela; C, komplement; EPCAM,
adhezivni molekul epitelnih ¢elija; RANK-L, receptor aktivator NFkB-ligand; BlyS, stimulator
B limfocita; CTLA-4, antigen citotoksi¢nih T limfocita; NO, nije odobreno.
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3.4.2. Transgeni misevi

Humana mAt se mogu dobiti i koriS¢enjem transgenih miSeva koji, umesto svojih,
imaju gene za humane imunoglobuline. Kada se miSevima funkcijski inaktiviraju geni
za imunoglobuline oni ne mogu da produkuju antitela i nemaju zrele B limfocite.
Medutim, ubacivanjem segmenata DNK koji sadrze ve¢i deo gena za humane teSke 1
lake lance imunoglobulina ovi miSevi sintetiSu i sekretuju humana antitela, kod kojih
dolazi i do promene klase 1 do afinitetnog sazrevanja (15-17). Kada se ovi transgeni
misevi, imunizuju bilo kojim antigenom, oni ¢e produkovati humana antitela visokog
afiniteta specificna za taj antigen, odnosno c¢elije hibridoma, nastale fuzijom celija
slezine imunizovanih transgenih miSeva i ¢elija mijeloma, sekretova¢e humana antitela
u neograni¢enoj koli¢ini. Panitumumab (Vectibix®) je prvo humano antitelo dobijeno uz
pomo¢ transgenih miSeva koje je 2006. godine odobreno za terapiju kolorektalnog
karcinoma u SAD. Do marta 2012. godine jos 6 humanih mAt dobijenih ovom
tehnologijom odobreno je za klinicku primenu u SAD i/ili EU (1-3).

3.5. Derivati antitela

Antitela su velike molekule (150 kDa) koje slabo difunduju iz cirkulacije u npr.
solidne mase tumora i sporo se uklanjaju iz organizma. Imajuéi u vidu da antitela Fab
fragmentom prepoznaju antigen, a Fc fragmentom vrSe efektorske funkcije, u terapiji
mnogih bolesti dovoljno je samo da antitelo prepozna specifi¢no ciljni molekul, dok
prisustvo Fc fragmenta nije neophodno. Ova saznanja su usmerila proizvodnju antitela
od celih molekula ka njihovim derivatima koji sadrze samo varijabilne regione, imaju
bolji klirens, bolju penetraciju u tkiva/tumore 1 pogodniji su za primenu u
dijagnostickim procedurama i/ili terapiji radioaktivnim supstancama (10, 17) (Slika 1b).

Derivati antitela mogu da se primenjuju u terapiji onih bolesti gde samo
prepoznavanje antigena od strane antitela i njegovo sledstveno vezivanje direktno utice
na funkciju antigena tj. ciljnog molekula. Ako je antigen neki enzim, antitelo moze da
se vezuje u blizini aktivnog mesta enzima 1 na taj nacin inhibira njegovu funkciju. U
slu¢aju da je antigen neki receptor, ispoljen na povrSini Celije, vezivanje antitela za
njega ¢e ometati vezivanje liganda, ili moze biti sintetisano antitelo koje ¢e imitirati
vezivanje liganda u smislu pokretanja aktivacijskih signala posredstvom specifi¢nog
receptora. Takode, brojni derivati antitela su sintetisani i koriste se za neutralisanje
liganada kao Sto su razli¢iti hormoni, citokini ili neki toksini (npr. zmijski otrov) i
spreavanje njihovog dejstva posredstvom specifi¢nih receptora (Tabela I).

Posebnu kategoriju derivata antitela predstavljaju bispecificna antitela. Ona se
sastoje od dva Fab fragmenta koji poti¢u iz roditeljskih antitela razli¢ite specificnosti
(Slika 1b). Cilj dizajniranja ovakvih antitela je da se ¢elije imunskog sistema dovedu u
bliski kontakt sa ¢elijama tumora. U tu svrhu jedan Fab fragment se specifi¢no vezuje
za molekul ispoljen na tumorskoj ¢eliji dok se drugi vezuje za molekul ispoljen na
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efektorskoj ¢eliji (citotoksi¢ni T limfocit, granulocit i dr.). Bilo bi idealno da
bispecifi¢no antitelo, pored dovodenja ¢elija u bliski kontakt, i aktivira efektorske Celije.
To se i1 ostvaruje koriS¢enjem bispecificnih antitela kod kojih je jedan od Fab
fragmenata specifiCan za FcR (neutrofili, makrofage i dr.) ili CD3 (T limfocit) tj.
molekule koji aktiviraju efektorske éelije (18-20). Catumaksomab (Removab®) je
primer bispecificnog mAt koje je odobreno u EU za terapiju malignog ascitesa, a Ciji je
jedan Fab fragment specifican za adhezivni molekul epitelnih ¢elija (engl. epithelial cell

adhesion molecule, EPCAM), a drugi za CD3 molekul na T limfocitu (Tabela I).
3.6. Nove efektorske funkcije

U literaturi postoje podaci koji ukazuju na rezistenciju ¢elija tumora na ubijanje
posredstvom ADCC i1 CDC, S$to ukazuje na potrebu, bar kod terapije odredenih tumora,
za uvodenjem novih efektorskih funkcija antitela.

To se najCeSCe ostvaruje vezivanjem mAt ili njihovih derivata za citotoksicne
lekove (gemtuzumab ozogamicin i brentuksimab vedotin, Tabela I), toksine (ricin),
citokine (interleukin (IL)-2, faktor nekroze tumora (TNF)-a), enzime i dr. U svim
navedenim sluc¢ajevima antitelo sluzi kao nosac¢ koji ¢e vezanu supstancu dopremiti do
ciljnog tkiva, gde ¢e ona ostvariti svoje biolosko dejstvo uz minimum sporednih efekata
na okolno tkivo (Slika 1b).

Kada se za antitelo vezuju radioizotopi ( Y), u zavisnosti od prirode i doze
radioizotopa (mogu se koristiti niske doze y emitera ili visoke doze a ili B emitera sa
ogranicenom prodorno$c¢u), ovi konjugati se mogu koristiti u dijagnostici ili terapiji
tumora (tozitumomab-"'J i ibritumomab tiuksetan, Tabela I) (Slika 1b).

1317 90
J,

3.7. PoboljSanje afiniteta vezivanja za antigen, efektorskih funkcija i farmakokinetike
antitela

Savremene metode genetickog inzenjeringa omogucavaju kontinuirano
poboljSanje osobina antitela i njihovih derivata u smislu povecanja njihovog afiniteta,
poboljsanja efektorskih funkcija i promene farmakokinetike.

NajviSe paznje, za sada, posvecuje se povecavanju afiniteta vezivanja antitela za
antigen, jer se smatra da ¢e ove promene doprineti primeni manjih doza antitela u
terapiji, koje ¢e imati istu pa Cak i vecu biolosku aktivnost, $to bi povecalo terapijsku
Sirinu 1 smanjilo toksi¢nost i cenu ovih bioloskih lekova. Poredenjem i analizom brojnih
studija pokazano je da izmedu afiniteta antitela 1 njegove bioloSke aktivnosti postoji
linearna zavisnost do odredenog stepena i da ona zavisi u velikoj meri od prirode
antigena 1 ciljnog tkiva, gustine antigena na ciljnom tkivu i od mehanizma delovanja
antitela koje se koristi u terapiji (10, 21). Afinitetno sazrevanje antitela mnogo je
poboljsano uvodenjem ,,phage-display” tehnologije koja omogucava kreiranje velikih
biblioteka fragmenata a zatim i selekciju onih sa visokim afinitetom.
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Kod onih antitela koja se primenjuju u terapiji, a svoj efekat ostvaruju, ne samo
vezivanjem za antigen, ve¢ i aktivacijom celija imunskog sistema, dosta paznje se
posvecéuje poboljsanju njihovog vezivanja za FcyR ili komponente komplementa. U
nekim slucajevima, kao §to je ve¢ ranije pomenuto, kada je aktivacija ADCC ili CDC
nepozeljna, jer se lizom ciljnih ¢elija oslobadaju brojni proinflamatorni citokini, dizajn
takvih antitela tokom sinteze ide u smeru koriS¢enja IgG potklase koja se slabo vezuje
za FcyR ili komponente komplementa.

Generalno, povecavanjem afiniteta Fc fragmenta antitela za FcR povecava se i
njihova efektorska funkcija. S obzirom da je danas dobro poznato da u ovoj interakciji
ucestvuju oligosaharidi Fc regiona i brojni ostaci amino-kiselina koji se nalaze u
regionu zgloba 1 CH2 domena antitela, poboljSanje ADCC funkcije genetickim
inzenjeringom ukljuuje promene u glikozilaciji Fc regiona IgG i promene u
aminokiselinama koje su odgovorne za vezivanje za FcyR (10, 22, 23).

Aktivacija komplementa se pokrece vezivanjem njegove prve komponente Clq za
region zgloba i CH2 domen antitela. Danas se zna da su aminokiseline na poziciji 270,
322, 329 1 331 u okviru CH2 domena odgovorne za vezivanje Cl1q komponente, i da
zamena jedne ili viSe amino-kiselina na ovim pozicijama poboljsava vezivanje Clq i
sledstvenu aktivaciju komplementa (10, 22, 23).

Kada je re¢ o farmakokinetici sva istrazivanja su usmerena ka poboljSanju
vezivanja IgG za FcRn, jer se time produzava i poluzivot mAt. Ovo se najcesce
ostvaruje zamenom amino-kiselina u okviru mesta za vezivanje antitela za neonatalni
receptor (24). Produzenje poluzivota derivata antitela, kada je to potrebno u terapiji,
ostvaruje  se vezivanjem lanaca polietilen glikola (PEG) za derivate antitela
(PEGilacija) (25). Vezivanjem PEG-a ne produzava se samo poluzivot derivata antitela
(smanjenje redistribucije iz cirkulacije u ekstravaskularni prostor) ve¢ se povecava i
njihova rastvorljivost, a smanjuje imunogenost i osetljivost na razgradnju od strane
proteaza.

4. Zakljucak

Danas, nakon skoro cCetiri decenije od primene prvog miSjeg monoklonskog
antitela u terapijske svrhe, ova grupa bioloSkih lekova je naSla svoje mesto u
savremenoj terapiji. Dalji razvoj ovih lekova ¢e verovatno i¢i u pravcu stvaranja
manjih molekula tj. derivata antitela, koji ¢e imati vecu stabilnost i poluzivot, i
efikasnije reagovati sa ¢elijama imunskog sistema. Analiza mAt koja su krajem 2011.
godine bila u trecoj fazi klinickih ispitivanja ukazuje da uskoro na trziStu moZemo
ocekivati mAt za terapiju, ne samo kancera i imunoloskih poremecaja, ve¢ i hemofilije 1
Alzheimer-ove bolesti (2).
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Summary

Therapeutical monoclonal antibodies (mAbs) represent one of the fastest growing area of
the pharmaceutical industry. High target specificity and specific molecular structure are features
that make antibodies attractive drug candidates for therapeutical use. Besides high specificity,
other characteristics including immunogenicity, affinity, effector functions, half-life as well as
easy of production, stability and cost must be considered when an antibody is designed as drug.

In this paper the structure and function of antibody, new technologies for the generation
of partly and fully human mAbs and their fragments and methods for enhancing their affinity,
effector functions and pharmacokinetics will be describe.

Keywords: monoclonal antibodies, antibody fragments, human antibodies,
effector functions
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