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2. Wykaz skrotow

A

ADCC

ADCP

AEs
AML

AP

ASTCT

ATM

B-ALL

BCR
BsAbs

ClInh
C4BP
CA
CAR-T

CCp

CDC

(ang. area) pole impulsu sygnatu

(ang. antibody-dependent cellular cytotoxicity)
cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwciat
(ang. antibody-dependent cellular phagocytosis)

fagocytoza komoérkowa zalezna od przeciwciat

(ang. adverse events) dziatania niepozadane
(ang. acute myeloid leukemia) ostra biataczka
szpikowa

(ang. alternative pathway) droga alternatywna
uktadu dopetniacza

(ang. American Society for Transplantation and
Cellular ~ Therapy) Amerykanskie Towarzystwo ds.
Transplantacjii Terapii Komorkowej

(ang. ataxia-telangiectasia mutated) gen kodujacy
kinazg serynowo-treoninowg

(ang. B-cell acute lymphoblastic leukemia)  ostra
biataczka limfoblastyczna z komorek B

(ang. B-cell receptor) receptor B-komorkowy
(ang. bispecific antibodies) przeciwciala
bispecyficzne

inhibitor kompleksu Cldopelniacza

(ang. C4b-binding protein) biatko wigzace C4b
(ang. cofactor activity)

aktywno$¢ kofaktorowa

(ang. chimeric antigen receptor T cells) limfocyty T z
chimerycznym receptorem antygenowym)

(ang. complement control protein) domena
kontrolujaca dopetiacz

(ang. complement-dependent cytotoxicity)

cytotoksyczno$¢ zalezna od dopetniacza



CFD

CFH

CFHR

CLL

CLL-IPI

Cp

CR
CR1

CRP
CRS

¢SCC

CtRP

CYT-1
DAA

DAF

DAMP

DLBCL

DMSO

(ang. complement factor D) gen czynnika D uktadu
dopetniacza

(ang. complement factor H) gen czynnika H uktadu
dopeliacza

(ang. complement factor H-related protein) gen
kodujacy biatko pokrewne czynnikowi H uktadu
dopetniacza)

(ang. chronic lymphocitic leukemia)

przewlekta biataczka limfocytowa

(ang. chronic lymphocytic leukemia international
prognostic index) migdzynarodowy indeks
prognostyczny w przewlektej bialaczce limfocytowej
(ang. classical pathway) droga klasyczna uktadu
dopetniacza

(ang. complete response) odpowiedz catkowita
(ang. complement receptor 1)

receptor dopetniacza typu 1

biatko C-reaktywne

(ang. cytokine release syndrome)

zespot uwalniania cytokin

(ang. cutaneous squamous cell carcinoma)

rak kolczystokomorkowy skory

(ang. complement regulatory proteins)

biatka regulatorowe dopetniacza

cytoplazmatyczna domena 1

(ang. decay-acceleratin activity)  aktywno$¢
przyspieszajaca rozpad konwertaz dopelniacza

(ang. decay-acceleration factor)  czynnik
przyspieszajacy rozpad konwertaz dopetniacza

(ang. damage-associated molecular patterns) wzorce
molekularne zwigzane z uszkodzeniami

(ang. diffuse large B-cell lymphoma)  chtoniak
rozlany z duzych komoérek B

dimetylosulfotlenek



DNA

FSC

EBV
EFS

EL4

Erk

FB
FBS

FCN
FcR
FcRn

FD
FDA

FH
FHL-1

FHR

FI

FITC

FL

G-CSF

GLUT1

(ang. deoxyribonucleic acid) kwas
deoksyrybonukleinowy
(ang. forward scatter) rozpraszanie §wiatla w kierunku

przednim, korelujgce z wielko$cig komorki

(ang. Epstein—Barr virus)  wirus Epsteina—Barr
(ang. event free survival)  przezycie wolne od
zdarzen

(ang. mouse lymphoma cell line) — linia chtoniaka
mysiego EL4

(ang. extracellular signal-regulated kinase) kinaza
regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym

(ang. factor B) czynnik B uktadu dopetniacza

(ang. fetal bovine serum)  ptodowa surowica
bydleca

fikolina

receptor fragmentu Fc immunoglobulin

receptor noworodkowy dla fragmentu Fc
immunoglobulin

(ang. factor D) czynnik D uktadu dopetnaicza

(ang. Food and Drug Administration)  Amerykanska
Agencja ds. Zywnosci i Lekow

(ang. factor H) czynnik H uktadu dopetnaicza

(ang. factor H-like protein 1) biatko 1 podobne do
czynnika H

(ang. factor H-related protein) biatko pokrewne
czynnikowi H

(ang. factor I)  czynnik I uktadu dopetaicza
izotiocyjanian fluoresceiny

(ang. follicular lymphoma) chloniak grudkowy
(ang. granulocyte colony-stimulating factor) - czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw

transporter glukozy typu 1



GM-CSF

GoF

GPI

Hb

ICANS

IFN-y
IgG
IGHV
IgM

IL

IRRs
ITGB2
IVIG
ICOS-L*
Komorki NK
LAT1
LP

mAb

MAC

(ang. granulocyte macrophage colony-stimulating
factor) czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagow

(ang. gain of function) wariant powodujacy
konstytutywny wzrost aktywno$ci biatka
glikozylofosfatydyloinozytol

(ang. height) wysoko$¢ impulsu sygnatu

stezenie hemoglobiny

(ang. immune effector cell-associated neurotoxicity
syndrome) neurotoksyczno$¢ zwigzana z efektorowa
aktywnoscig limfocytow T

interferon gamma

immunoglobulina klasy G

(ang. immunoglobulin heavy variable) gen kodujacy
region zmienny tancucha ci¢zkiego immunoglobuliny
immunoglobulina klasy M

interleukina

(ang. infusion-related reactions) reakcje zwigzane z

infuzja

(ang. integrin subunit beta 2) gen podjednostki beta-2
integryny

(ang. intravenous immunoglobulin) dozylna

terapia immunoglobulinowa

(ang. Inducible T-cell Co-Stimulator Ligand)
indukowalny ligand kostymulatora limfocytéw T
komorki naturalnie cytotoksyczne

transporter aminokwasow typu L

(ang. lectin pathway) droga lektynowa uktadu
dopetniacza

(ang. monoclonal antibody) przeciwciato
monoklonalne

(ang. membrane atack complex) kompleks atakujacy

btong
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MACPF

MASP

MBL

MCL

MCP

McCP

MDS

MFI
MHC

MIDAS

MM
motyw ITAM

motyw ITIM °

MTT
NHL

NHS

ANHS
ORR

O$ PI3K-AKT

(ang. membrane attack complex perforin-like) domena
podobna do kompleksu atakujacego btong i perforyny
(ang. MBL-associated serine proteases) serynowe
proteazy zwigzane z MBL

(ang. mannose-binding lectin) lektyna wigzaca
mannoze

(ang. mantle cell lymphoma) chtoniaka z komorek
plaszcza

(ang. membrane cofactor protein) biatko kofaktorowe
btonowe (alternatywna nazwa dla CD46)

(ang. membrane cofactor protein) gen biatka
kofaktorowego btonowego

(ang. myelodysplastic syndrome) zespo6t
mielodysplastyczny

mediana intensywnosci fluorescencji

(ang. major histocompatibility complex) gtowny uktad
zgodnosci tkankowej

(ang. metal ion-dependent adhesion site) miejsce
adhezji zalezne od wigzania jonow metali

(ang. multiple myeloma) szpiczak mnogi
(ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
motyw aktywacyjny oparty na resztach tyrozynowych
(ang. immunoreceptor tyrosine-based Inhibitory motif)
motyw inhibitorowy oparty na resztach tyrozynowych
test metylotiazolylotetrazoliowy

(ang. non Hodgkin lymphoma)  chtoniak
nieziarniczy

(ang. normal human serum) normalna (referencyjna)
surowica ludzka

normalna surowica ludzka inaktywowana termicznie
(ang. overall response rate ) catkowity odsetek
odpowiedzi na leczenie

o$ kinazy 3-fosfatydyloinozytolu kinazy biatkowej B
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PAMP

PBS

PE
PE-A

P1
PI-low / PI-high

PI3K

PML

Pozywka RPMI 1640

PRM

Przeciwciala anty HLA

R-CHOP

R/R
ROS

RTX

scFv

SCR

(ang. pathogen-associated molecular patterns) wzorce
molekularne zwigzane z patogenami

(ang. phosphate buffered saline) sl fizjologiczna
buforowana fosforanami

(ang. phycoerythrin) — kanat fluorescencji
pole impulsu fluorescencji w kanale PE

jodek propidyny
populacje o odpowiednio niskiej 1 wysokiej

intensywnosci fluorescencji PI

(ang. phosphoinositide 3-kinase) kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu

(ang. progressive multifocal leukoencephalopathy)
postepujaca wieloogniskowa leukoencefalopatia
pozywka (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium)

(ang. pattern recognition molecule)czasteczka
rozpoznajaca wzorce

(ang. anti-human leukocyte antigen) przeciwciala
skierowane przeciwko ludzkim antygenom
leukocytarnym

(rytuksymab, cyklofosfamid, doksorubicyna,
winkrystyna, prednizon)

(ang. relapsed/refractory)  nawrotowy/oporny
(ang. reactive oxygen species) reaktywne formy
tlenu

rytuksymab

(ang. single-chain variable fragment)
jednotancuchowy fragment zmienny przeciwciala

(ang. short consensus repeat) krotkie odcinki zgodnos$ci
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SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis) elektroforeza w zelu

poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu

sodu
SP (ang. serine protease) domena proteazy serynowej
SQLC (ang. squamous cell lung cancer) rak

ptaskonabtonkowy pluca
SSC (ang. side scatter) rozpraszanie boczne, korelujace z

ziarnistoscig 1 ztozono$cig wewnetrzng komorki

TanCAR7 limfocyty T zmodyfikowane genetycznie do ekspresji
tandemu receptoréw CAR

TNF (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy
nowotworu)

TP53 (ang. tumor protein p53) gen kodujacy biatko
supresorowe p53

Treg limfocyty T regulatorowe

vWFA (ang. von Willebrand factor type A) domena typu
A czynnika von Willebranda

WBA (ang. whole blood assay)  test w pelnej krwi

WBC (ang white blood cells) catkowita liczba leukocytow

we krwi obwodowe;j
WWwox (ang. WW domain-containing oxidoreductase) gen
kodujacy oksydoreduktaze zawierajaca domenge WW
XTT 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-

tetrazolium-5-karboksanilid (s6l tetrazoliowa)
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3. Streszczenie

Uktad dopetniacza stanowi istotny element odpornosci wrodzonej oraz wazny
mechanizm efektorowy immunoterapii opartej na przeciwciatach monoklonalnych
stosowanych w leczeniu chordb limfoproliferacyjnych. W przypadku przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenowi CD20, aktywacja klasycznej drogi dopelniacza
prowadzi do powstania konwertaz C3 i CS5, a nastgpnie do formowania kompleksu
atakujgcego btone. Kompleks ten tworzy por w btonie komorkowej 1 wywotuje lize komorki
docelowej stanowigc atrybut cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza. Skutecznos$¢ tego
mechanizmu zalezy zaréwno od wiasciwosci przeciwciala, jak i od funkcjonalnego stanu
uktadu dopeiniacza oraz dzialania jego regulatoréw. Celem niniejszej pracy byla ocena
mozliwo$ci wzmocnienia aktywacji uktadu dopelniacza przez terapeutyczne przeciwciato
anty-CD20 obinutuzumab poprzez zastosowanie hiperaktywnego wariantu sktadnika C2
klasycznej drogi dopelniacza. Obinutuzumab nalezy do przeciwciat anty-CD20 typu II, ktore
wykazuja wysoka zdolno$¢ indukcji mechanizméw zaleznych od receptorow Fcy, takich jak
cytotoksycznos¢ komorkowa zalezna od przeciwcial oraz fagocytoza zalezna od
przeciwcial, a takze bezposredniego indukcji $mierci komorkowej, przy jednoczesnie
ograniczonej zdolnosci do aktywacji dopetniacza. W pracy przyjeto hipoteze, ze modulacja
aktywnosci elementéw kaskady dopetniacza na poziomie konwertaz moze zwiekszy¢ udziat
cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza w dziataniu tego przeciwciala.

Pierwszy etap badah obejmowat optymalizacj¢ metod oznaczania cytotoksycznosci
zaleznej od dopeilniacza w warunkach in vitro. Ze wzglgdu na bardzo szybka kinetyke
aktywacji uktadu dopelniacza oraz krotki czas aktywnosci konwertaz, konieczne bylo
dobranie odpowiedniego czasu inkubacji oraz metody detekcji umozliwiajacej szybki 1
powtarzalny odczyt. Pordwnano trzy strategie oznaczania cytotoksyczno$ci: test
cytometryczny z wykorzystaniem jodku propidyny, test metaboliczny oparty na redukcji
rezazuryny oraz test uwalniania kalceiny. Analiz¢ przeprowadzono z wykorzystaniem linii
komorkowych Raji i Ramos, réznigcych si¢ wrazliwoscig na atak uktadu dopeiniacza. Na
podstawie uzyskanych wynikow wybrano metode charakteryzujaca si¢ najwyzsza
wiarygodno$cia pomiaru.

W kolejnym etapie badan oceniono wplyw rekombinowanego wariantu typu gain-of-
function skladnika C2 na cytotoksyczno$¢ zalezng od dopeiniacza indukowang przez
przeciwciala anty-CD20. Zastosowanie hiperaktywnego wariantu C2 prowadzito do

zwigkszenia stabilnosci 1 aktywnosci klasycznej konwertazy C3, co skutkowalo nasileniem
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cytotoksyczno$ci zaleznej od dopelniacza w modelach komorkowych. Efekt ten
obserwowano zaréwno w przypadku rytuksymabu, jak i obinutuzumabu. W szczegdlnos$ci
wykazano, ze wzmocnienie aktywno$ci konwertaz umozliwia uzyskanie mierzalnej
aktywnosci cytotoksycznej zaleznej od dopetniacza rowniez w przypadku przeciwciala typu
II, ktére w warunkach standardowych wykazuje ograniczong zdolno$¢ do aktywacji tej
kaskady. Nastepnie przeprowadzono analiz¢ dziatania hiperaktywnego wariantu C2 w
modelu pierwotnych komorek przewleklej biataczki limfocytowej izolowanych od
pacjentow zakwalifikowanych do leczenia. Komorki te wykazywaty zrdéznicowang
wrazliwos$¢ na cytotoksyczno$¢ zalezng od dopelniacza oraz na jej wzmocnienie poprzez
suplementacj¢ wariantami biatka C2. Analiza fenotypowa komorek biataczki nie wykazata
jednoznacznej zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji antygenu CD20 ani ekspresja
btonowych regulatoréw dopelniacza, takich jak CD46, CD55 1 CD59, a podatno$cia
komoérek na wzmocnienie cytotoksycznosci zaleznej od dopeiniacza. Jednocze$nie
stwierdzono istotna statystycznie, dodatnig korelacje pomiedzy nasileniem limfocytozy a
stopniem cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza obserwowanej po zastosowaniu
hiperaktywnego wariantu C2. W celu oceny interferencji  innych mechanizmow
efektorowych przeprowadzono takze eksperymenty w modelu krwi peinej. Model ten
umozliwia analiz¢ dziatania przeciwcial terapeutycznych w obecnos$ci naturalnych populacji
komorek efektorowych, takich jak komorki NK, monocyty i1 granulocyty, co pozwala na
jednoczesng ocen¢ mechanizméw zaleznych od receptorow Fc oraz mechanizméw
zwigzanych z aktywacja uktadu dopelniacza.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze skuteczno$¢ aktywacji uktadu dopetniacza w
immunoterapii przeciwcialami anty-CD20 nie zalezy wytacznie od charakterystyki etapu
inicjacji kaskady, co bylo dotychczas ugruntowanym pogladem 1 determinanta podziatu
przeciwcial anty-CD20 na przeciwciala typu I 1 II, lecz moze by¢ skutecznie modulowana
na poziomie konwertaz. Wzmocnienie aktywnos$ci tych kompleksow enzymatycznych
prowadzi do zwigkszenia cytotoksycznosci zaleznej od dopetliacza indukowanej przez
przeciwciala terapeutyczne obydwu typow. Uzyskane wyniki wskazuja na potencjalne
znaczenie translacyjne przedstawionej strategii. Modulacja aktywno$ci konwertaz
dopelniacza moze stanowi¢ podejscie umozliwiajace zwigkszenie skutecznosci
immunoterapii opartej na istniejacych juz przeciwciatach anty-CD20 bez koniecznosci ich
modyfikacji strukturalnej czy tworzenia nowych generacji ww. lekow. W perspektywie
klinicznej strategia ta moze przyczyni¢ si¢ do poprawy odpowiedzi terapeutycznej u czesci

pacjentow z chorobami limfoproliferacyjnymi. Jednocze$nie przedstawione badania majg
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charakter mechanistyczny i wymagaja dalszej weryfikacji w bardziej ztozonych modelach

biologicznych oraz w badaniach in vivo.

Stowa kluczowe: uktad dopetiacza, obinutuzumab, biatko C2, rytuksymab, immunoterapia
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4. Abstract

Title: Modulation of complement-dependent cytotoxicity of anti-CD20 antibodies in the

context of contemporary immunotherapy of lymphoproliferative malignancies

The complement system constitutes a fundamental component of innate immunity and
represents a key effector mechanism underlying antibody-based immunotherapy used in the
treatment of lymphoproliferative disorders. In the context of antibodies targeting the CD20
antigen, activation of the classical complement pathway leads to the formation of C3 and C5
convertases, followed by the assembly of the membrane attack complex (MAC). This
complex forms transmembrane pores, ultimately resulting in lysis of the target cell, a process
referred to as complement-dependent cytotoxicity (CDC). The efficacy of this mechanism is
determined not only by the intrinsic properties of the antibody but also by the functional
status of the complement system and the activity of its regulatory components. The aim of
the present study was to evaluate whether complement activation induced by the therapeutic
anti-CD20 antibody obinutuzumab can be enhanced through the application of a hyperactive
variant of complement component C2 within the classical pathway. Obinutuzumab is
classified as a type II anti-CD20 antibody, characterized by a strong ability to induce Fcy
receptor-mediated effector functions, including antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) and antibody-dependent cellular phagocytosis (ADCP), as well as direct induction
of cell death. At the same time, it exhibits a relatively limited capacity to activate the
complement cascade. We hypothesized that modulation of complement cascade activity at
the level of convertases could enhance the contribution of complement-dependent
cytotoxicity to the overall mechanism of action of this antibody.

The initial phase of the study focused on the optimization of in vitro methods for
assessing complement-dependent cytotoxicity. Given the rapid kinetics of complement
activation and the short half-life of convertase complexes, careful optimization of incubation
times and detection techniques was required to ensure accurate and reproducible
measurements. Three methodological approaches were compared: a flow cytometry-based
assay utilizing propidium iodide, a metabolic assay based on resazurin reduction, and a
calcein release assay. Experiments were conducted using the Raji and Ramos cell lines,
which differ in their susceptibility to complement-mediated lysis. Based on the obtained

data, the method demonstrating the highest reliability and reproducibility was selected for
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further analyses.

In the subsequent phase, the impact of a recombinant gain-of-function variant of
complement component C2 on antibody-induced complement-dependent cytotoxicity was
investigated. The incorporation of the hyperactive C2 variant resulted in enhanced stability
and activity of the classical C3 convertase, leading to increased CDC in cellular models. This
effect was observed for both rituximab and obinutuzumab. Importantly, it was demonstrated
that potentiation of convertase activity enables the induction of measurable CDC even in the
case of type II antibodies, which under standard conditions exhibit limited complement-
activating capacity. Further analyses were performed using primary chronic lymphocytic
leukemia (CLL) cells isolated from patients eligible for treatment. These cells displayed
heterogeneous sensitivity to complement-dependent cytotoxicity and to its enhancement
following supplementation with C2 variants. Phenotypic characterization did not reveal a
clear correlation between susceptibility to enhanced CDC and either CD20 expression levels
or the expression of membrane-bound complement regulators, including CD46, CD55, and
CD59. However, a statistically significant positive correlation was observed between the
level of lymphocytosis and the magnitude of CDC following treatment with the hyperactive
C2 variant. To evaluate the interplay between different effector mechanisms, additional
experiments were conducted in a whole blood model. This methodological approach
facilitates the assessment of therapeutic antibody activity in the context of physiological
effector cell populations, such as natural killer (NK) cells, monocytes, and granulocytes,
thereby enabling the concurrent evaluation of Fc receptor—dependent mechanisms and
complement activation.

The findings of this study demonstrate that the efficacy of complement activation in
anti-CD20 antibody-based immunotherapy is not solely determined by the initiation phase
of the cascade, which has traditionally served as the basis for distinguishing between type I
and type II antibodies. Rather, it can be effectively modulated at the level of convertase
complexes. Enhancement of convertase activity leads to increased complement-dependent
cytotoxicity induced by therapeutic antibodies of both classes. These results highlight the
potential translational relevance of the proposed strategy. Modulation of complement
convertase activity may represent a viable approach to enhance the efficacy of
immunotherapy based on existing anti-CD20 antibodies, without the need for structural
modification or the development of novel antibody generations. From a clinical perspective,
this strategy may improve therapeutic responses in selected patient populations with

lymphoproliferative diseases. Nevertheless, the present findings are primarily mechanistic
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and must be validated in more complex biological systems as well as in in vivo studies.

Key words: complement system, obinutuzumab, C2 protein, rituximab, immunotherapy
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5. Cze$¢€ teoretyczna

5.1 Wprowadzenie do ukladu dopelniacza

Postep w technikach biologii moleklularnej oraz immunologii, jaki dokonat si¢ w
ostatnim  dwudziestoleciu, zrewolucjonizowal postrzeganie ukladu dopetniacza,
przeksztalcajac go z prostego systemu przeciwdrobnoustrojowego w centralny uktad
regulacji odpornosci organizmu i homeostazy tkanek i narzagdow. W ostatnich latach
dokonano odkry¢, ktore rzucity nowe $wiatto na strukturg, funkcje oraz mechanizmy 1
miejsca dziatania dopelniacza, ujawniajac kolejne poziomy jego biologicznej zlozonosci.
Szerokie spektrum proceséw, w ktorych bierze uklad dopelniacza od standéw zapalnych,
przez choroby reumatoidalne i autodegeneracyjne az po patofizjologi¢ nowotworzenia czy
zmiany metabolizmu na poziomie komodrki, wymusza nowe spojrzenie na funkcje uktadu
dopemiacza oraz ich gleboki wptyw na mechanizmy odpornosci i patogeneze chordb’.
Niniejsza monografia naukowa wpisuje si¢ w aktualne spojrzenie na nowe funkcje i
zastosowania  uktadu  dopelniacza, badajac  ich interakcje @z  terapiami
przeciwnowotworowymi 1 potencjalne mozliwosci modulacji immunoterapii przy
wykorzystaniu technik biotechnologii biologii molekularne;j.

Dopetniacz jest jednym z najstarszych elementow uktadu odpornosciowego 1
wspotewoluowat z filogenetycznie mtodszymi szlakami biochemicznymi, stad wynika jego
bardzo wszechstronny udzial w procesach regulacji homeostazy®®. Oprocz swej
podstawowej roli w eliminacji drobnoustrojow, uktad dopetniacza uczestniczy takze w wielu
innych fizjologicznych procesach, takich jak: dojrzewanie synaps, usuwanie kompleksow
immunologicznych, angiogeneza, mobilizacja hematopoetycznych komorek macierzystych
1 progenitorowych, regeneracja tkanek czy metabolizm lipidow, prawidtowe dzialanie
procesOw krzepnigcia i wydzielanie gruczotowe. W ostatnich latach opisano wiele dziatan
obejmujacych aktywnos$¢ autokrynng i interkrynng, powodowang przez endogenng pule
biatek dopelniacza syntetyzowanych miejscowo, okreslang mianem komplosomu (ang.
complosome). W przeciwienstwie do klasycznego, osoczowego dzialania, biatka
dopetniacza moga by¢ aktywne takze w obrebie komorki, gdzie uczestnicza w regulacji
kaskad sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej. Wykazano, ze mechanizmy te sg zaangazowane
m.in. w kontrolg metabolizmu komoérkowego, funkcji mitochondrialnych, autofagii oraz

szeroko pojetej ekspresji gendw. Tym samym aktywnos¢ ta stanowi funkcjonalnie odrgbny
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aspekt dziatania uktadu dopetniacza, niezwigzany bezposrednio z jego klasyczng rolg w
odpowiedzi immunologicznej.*® Dysregulacja uktadu dopeliacza moze prowadzié¢ zatem
nie tylko do zaburzen odpornosci 1 podywzszonej podatnosci na infekcje, ale takze do wielu
innych chorob dotyczacych réznych tkanek i narzadow, w tym do autoagresji i rozwoju
chorob  autoimmunologicznych, endokrynologicznych 1 metabolicznych.  Takie
zrdéznicowanie funkcji jest pochodng ztozonosci budowy - uklad dopelniacza sktada si¢ z
ponad 50 biatek rozpuszczalnych oraz zwiazanych z blonami komoérkowymi’. Podczas gdy
gtobwna pula rozpuszczonych bialek uktadu dopelniacza jest syntetyzowana przez
hepatocyty, inne sktadniki s3 produkowane lokalnie przez $cisle okreslone,
wyspecjalizowane populacje komoérek uktadu odporno$ciowego ale takze przez komorki
tkanek niezwigzanych z odpornos$cia. Przyktadowo monocyty i makrofagi stanowig gtowne
zrodio sktadowych szlaku klasycznego, takich jak Clq, Clr i Cls, neutrofile wykazuja
zdolno$¢ do syntezy wybranych biatek regulatorowych oraz komponentéw szlaku
alternatywnego, podobnie jak komorki tkanki thuszczowej zottej®. Wiele typow komorek, w
szczegolnosci komorki aktywnie uczestniczace w odpowiedzi immunologicznej, wykazuje
zdolno$¢ do lokalnej ekspresji wybranych skladowych kaskady dopeiniacza oraz jej
regulatordw, co jest zwigzane z konieczno$cig kontroli spontanicznej aktywacji $ciezki
alternatywnej na ich powierzchni. Dotyczy to nie tylko komoérek uktadu immunologicznego,
ale rowniez komorek nienalezacych do niego, takich jak fibroblasty, komorki nabtonkowe
czy srodbtonkowe, ktore moga syntetyzowac liczne blonowe regulatory dopetniacza, w tym
CD46, CD55 1 CDS59, pehiac istotng role w ochronie tkanek przed niekontrolowang
aktywacja kaskady. W tym kontekscie wykazano, ze komorki dendrytyczne moga
produkowaé m.in. C3 i C4, co moze wptywac na ich funkcje prezentacji antygenu, natomiast
limfocyty B 1 T w okre§lonych warunkach aktywacyjnych rowniez wykazuja zdolno$¢ do
lokalnej syntezy elementéw uktadu dopetniacza.” Coraz wiecej danych wskazuje, ze lokalna
synteza biatek dopelniacza przez okreslone populacje komorkowe nie stanowi jedynie
uzupelnienia puli osoczowej, lecz moze petni¢ wyspecjalizowane funkcje biologiczne w
mikro$rodowisku tkanek. Przykladem jest miejscowa produkcja Clq przez makrofagi
tkankowe, ktora odgrywa role w usuwaniu komoérek apoptotycznych i modulacji odpowiedzi
zapalnej, niezaleznie od klasycznej aktywacji kaskady. Podobnie lokalna ekspresja C3 1jego
fragmentow przez komoérki prezentujgce antygen moze wplywaé na ksztaltowanie
odpowiedzi adaptacyjnej, a obecno$¢ regulatorow dopeiniacza na powierzchni komorek
efektorowych 1 strukturalnych warunkuje rownowage pomigdzy skuteczna odpowiedzig

immunologiczng a ochrong tkanek gospodarza. Obserwacje te uzasadniajg rosngce
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zainteresowanie badaniami nad tkankowo-specyficznymi rolami dopetniacza, szczegdlnie w

kontekécie choréb zapalnych, autoimmunologicznych oraz nowotworowych.'”

5.1.1. Organizacja i funkcje ukladu dopekliacza

Cho¢ uktad dopelniacza w pismiennictwie gtéwnie przedstawiany jest jako liniowa
kaskada®!*!! sktadajaca si¢ z trzech oddzielnych szlakow, w rzeczywisto$ci stanowi on sieé
w formie wezta centralnego $ciS§le powigzang z innymi systemami. W zaleznosci od
czynnika wyzwalajacego, rézne mechanizmy inicjacji i regulacji wspolpracuja ze sobg, aby
zapewni¢ amplifikacje kaskady oraz pozadane mechanizmy efektorowe.

Omoéwienie nalezy zacza¢ od CP, ktéra jest czesto okreslana jako zalezna od
przeciwcial ze wzgledu na wydatng aktywacje przez klastry immunoglobulin klasy M (IgM)
i/lub immunoglobulin klasy G (IgG), przede wszystkim IgG1 oraz IgG3. Nie jest to jednak
wylaczny sposob aktywacji CP. Pierwszy jej element, biatko C1q - czasteczka rozpoznajaca
wzorce (ang. pattern recognition molecule; PRM), aktywuje dopelniacz poprzez
bezposrednie rozpoznanie okre§lonych struktur na powierzchni komorek apoptotycznych i
drobnoustrojéw lub posrednio poprzez endogenne pentraksyny (np. biatko C-reaktywne,
CRP).1214

W ramach kompleksu C1 (C1qr2s2) proteazy Clr i Cls sg aktywowane kolejno po
przylaczeniu Clq do powierzchni. Clr aktywuje Cls a nastgpnie Cls dokonuje proteolizy
C4 na C4a 1 C4b, odstaniajac wczesniej ukryty tioester 1 prowadzac do kowalencyjnego
osadzania C4b na pobliskich powierzchniach w procesie opsonizacji. Do C4b przylacza si¢
kolejna sktadowa C2 a Cls rozklada zwigzang z C4b czasteczke C2 na fragmenty C2a i C2b,
co prowadzi do powstania konwertazy C3 drogi klasycznej (C4b2a) — kompleksu
enzymatycznego zdolnego do rozkladu C3 1 inicjowania dalszej amplifikacji oraz
propagowania funkcji efektorowych. C3 jest rozszczepiane przez kompleks C4b2a
(konwertaze C3) na dwa fragmenty: C3a i C3b'°. C3a dziata jako anafilatoksyna, rekrutujac
inne komorki uktadu immunologicznego oraz oddziatywujac z komoérkami $roédbtonka,
komoérkami tucznymi oraz komoérkami miesniowki gladkiej. C3b moze inicjowac
powstawanie konwertaz AP poprzez interakcje z czynnikiem B (ang. factor B; FB), biorac
tym samym udziat w tzw. petli amplifikacji, ktorej celem jest wmocnienie kaskady. Drugim
scenariuszem dla fragmentu C3b jest wigzanie si¢ z kompleksem C4b2a, tworzac w ten
sposob konwertazg klasyczng C5 (C4b2a3b). Konwertaza C5 dokonuje proteolizy C5 na

sktadowe C5a 1 C5b, gdzie pierwsza dziata jako anafilatoksyna, a druga inicjuje
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powstawanie kompleksu atakujacego btone¢ (ang. membrane attack complex; MAC), ktory
wbudowuje si¢ w blone komodrkowa, tworzac pory prowadzace do lizy osmotycznej
atakowanej komorki'®. CP moze by¢ rowniez inicjowana w mechanizmie niezaleznym od
przeciwcial przez rdézne sygnaly pojawiajace si¢ podczas infekcji 1 procesow
patofizjologicznych, takie jak np. biatko C-reaktywne, biatka wirusowe, polianiony,
komorki apoptotyczne czy amyloid.!”!

Kolejnym elementem jest droga lektynowa (ang. lectin pathway, LP). Zasadniczo
funkcjonuje ona w sposob podobny do klasycznej. W tej Sciezce lektyna wigzgca mannoze
(ang. mannose-binding lectin; MBL) i fikoliny (FCN) petnig role PRM, rozpoznajac gtownie
wzorce weglowodanowe charakterystyczne dla mikroorganizméw. Kazda z tych czasteczek
tworzy kompleksy z serynowymi proteazami zwigzanymi z MBL (ang. MBL-associated
serine proteases; MASP), ktore strukturalnie przypominajg Clr i Cls. Sposréd nich MASP-
2 jest tg kluczowa, poniewaz rozktada zardwno C4, jak i C2, co prowadzi do powstania
konwertazy C3, identycznej jak w CP. MASP-1, z kolei, rozktada C2, ale nie C4, pehiac
role wspomagajaca w pdzniejszych etapach LP, zwigkszajac efektywnos$¢ formowania
konwertazy. Obie te proteazy dzialaja w Scistej wspolpracy, co zapewnia skuteczne
rozpoznanie i eliminacj¢ patogenow poprzez aktywacje C2 i C4 oraz ostateczne generowanie
kompleksow konwertazy C3.20-22

W przeciwienstwie do CP 1 LP, trzeci element - AP obejmuje nie tylko jeden schemat
aktywacji ale kilka czgsciowo nakladajacych si¢ na siebie procesow. W odrdznieniu od
pozostatych $ciezek, AP nie wymaga specyficznego aktywatora. Mechanizm
spontanicznego rozpadu biatka C3, tzw. ,tick-over” utrzymuje uktad dopeiniacza w statej
gotowosci, umozliwiajgc ciggle monitorowanie komérek®>. W natywnej formie C3,
centralna czasteczka AP jak i1 catego ukladu dopelniacza, jest stosunkowo nieaktywna 1
posiada niewiele ligandow. Jednak niewielka czg$¢ czasteczek C3 ulega spontanicznej
hydrolizie, co prowadzi do powstania C3(H20), odstaniajacego nowe miejsca wiazace’*.
Proteaza FB wigze si¢ z C3(H2O0) 1 jest rozkladana przez czynnik D (ang. factor D; FD),
generujac poczatkowa, gtdwnie rozpuszczalng konwertazg C3 (C3(H20)BDb). Ta konwertaza
rozszczepia kolejne czasteczki C3 na fragmenty aktywne: C3a i C3b. Reaktywne wigzanie
tioestrowe w C3b umozliwia jego szybkie przytaczanie do pobliskich powierzchni. Jesli C3b
wigze si¢ z powierzchnia obcg (np. komorkami bakteryjnymi, grzybowymi lub
uszkodzonymi tkankami), ktora nie jest zdolna do jego inaktywacji, amplifikacja AP
nastepuje poprzez formowanie kolejnych konwertaz C3 (C3bBb)?>%6. Z kolei na komérkach

ludzkich biatka regulatorowe dopeiniacza, takie jak CD46, CDS5S5 oraz rozpuszczalny
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czynnik H (ang. factor H, FH) wiazacy si¢ do powierzchni komdrek zapobiegaja nadmierne;j
aktywacji, utrzymujac rownowage i chroniac przed autoagresja.?”-?

AP obejmuje réwniez mechanizm inicjacji oparty na rozpoznawaniu WzorcoOw przez
properdyne, podobnie jak w CP i LP. Properdyna, bgdaca jednoczesnie stabilizatorem
konwertazy C3, rozpoznaje wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) oraz uszkodzeniami (ang. damage-associated
molecular patterns, DAMP) na powierzchniach komoérek obcych i1 apoptotycznych. Po
zwigzaniu z tymi strukturami properdyna inicjuje i wzmacnia odpowiedz dopetniacza,
wiazac rozpuszczalng C3b do tych powierzchni. Stabilizuje rowniez kompleksy konwertazy
C3 (C3bBbP), wzmacniajac w ten sposob sygnat i utatwiajac formowanie de novo kolejnych
kompleksow aktywacyjnych®-?. Ten wielowarstwowy mechanizm dzialania AP, ktéry
pomija komponenty C1, C2 1 C4, czyni ja wyjatkowa sposrdd pozostatych drog dopetniacza,
pozwalajac na skuteczne wykrywanie i eliminacj¢ patogenow w sposob niezalezny od
przeciwcial, czy nawet obecnosci PAMP.

Amplifikacja AP zwigksza gesto$§¢ deponowanych czasteczek C3b, co stopniowo
prowadzi do powstania konwertaz zawierajacych dodatkowa czasteczke C3b (np. C4b2b3b
lub C3bBb3b). Zmiana ta przesuwa specyficznos¢ substratowa z C3 na C5. Konwertazy C5
rozktadaja C5 na anafilatoksyne C5a oraz fragment C5b. Fragment C5b, po potaczeniu z C6
1 C7, tworzy kompleks, ktory wbudowuje si¢ w btone komoérkowa. Kompleks ten nastepnie

wigze C8, co indukuje przytgczanie wielu jednostek C9, prowadzac do utworzenia MAC.*!

5.2 Regulacja ukladu dopelniacza

Aktywacja CP jest kontrolowana przez biatko z rodziny serpin, inhibitor C1 (ClInh).
ClInh wigze si¢ z Clr i Cls, co prowadzi do dysocjacji kompleksu C1 1 uwolnienia wolnego
C1q.>** Dodatkowo, C 1Inh wiaze si¢ z nieaktywowanymi formami C1ri C1s w kompleksie
Cl1, stabilizujac je i opodzniajac ich spontaniczng aktywacje**. Cllnh pelni réwniez
dodatkowe funkcje zwigzane ze szlakiem kininowym zwigzanym ze stanem zapalnym,
wazodylatacjg 1 percepcja bolu. Jego dysregulacja moze prowadzi¢ do rozwoju chordb.
Przyktadowo, obrzgk naczynioruchowy (angioedema) to schorzenie spowodowane
dziedzicznym lub nabytym niedoborem C1Inh. Obrzeki sa wywolywane przez zwickszong
przepuszczalno$§¢ naczyn krwiono$nych w odpowiedzi na podwyzszony poziom
bradykininy wynikajacy z niedoboru ClInh. Dokladne poznanie tego mechanizmu

umozliwito zaprojektowanie odpowiedniej terapii. Rekombinowane oraz osoczopochodne
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preparaty ClInh sg zatwierdzonymi $rodkami terapeutycznymi w leczeniu dziedzicznego
obrzeku naczynioruchowego®

Inhibitory C1q uwalniane w warunkach fizjologicznych lub patologicznych, takie jak
proteoglikan siarczanu chondroityny-4 oraz produkt hemolizy — hem, moga wigza¢ si¢ z Cl1q
i hamowaé CP?**’. Mechanizm dzialania hemu, podobnie jak wielu syntetycznych
inhibitorow Clq, polega na wigzaniu z globularng cz¢écig Clq i zmianie jej wlasciwosci
elektrostatycznych?®. Kalretikulina, uwalniana podczas $mierci komérek lub syntezowana
przez pasozyty moze rowniez dziata¢ jako inhibitor Clq, zapobiegajac aktywacji CP.>%%
Inhibicja LP jest regulowana przez biatka MASP-3, MAp44 i MApl9, ktore wykazuja
wysoka homologiczno$¢ sekwencji zMASP-1 1 MASP-2 oraz maja podobne powinowactwo
do wigzania z MBL i fikoliny*'**. Biatka te mogg konkurowaé z MASP-1 i MASP-2, ale nie
s zdolne do rozszczepienia C2 ani C4, co uniemozliwia dalsza aktywacje kaskady. Ponadto,
C1Inh moze kontrolowa¢ aktywacj¢ LP poprzez hamowanie aktywno$ci MASP-1 i MASP-
2, ale nie MASP-3%4,

Najwazniejsza role w hamowaniu dopetniacza spetniajg inhibitory AP, o czym
decyduje jej zdolno$¢ do amplifikacji pozostatych §ciezeki oraz samej siebie, a takze
spontaniczne uruchamianie poprzez samoistny rozpad biatka C3. Istnieje kilkanascie
inhibitorow dopetniacza, gtownie skierowanych wiasnie przeciwko AP. Inhibitory te czgsto
maja nakladajace si¢ funkcje oraz zdolnosci do regulacji wszystkich $ciezek aktywac;i.
Rodzina biatek FH obejmuje siedem biatek o podobne;j strukturze, ktore laczy zdolnos¢ do
wiazania aktywnego fragmentu C3b. Geny kodujace te biatka zlokalizowane sa na
chromosomie 1q32. Najlepiej poznanym przedstawicielem tej grupy jest FH, ktérego
funkcja polega na regulacji aktywacji AP wukladu dopelniacza oraz dziataniu
przeciwzapalnym. FH jest zdolny do wspomagania proteolizy fragmentu C3b prowadzacej
do inaktywacji bialka (aktywno$¢ kofaktorowa, anmg. cofactor activity, CA) oraz do
nieodwracalnego rozdysocjowywania komponentéw konwertazy alternatywnej (ang. decay-
acceleratin activity, DAA). Funkcje biatka FHL-1 (ang. factor H-like protein 1) sg zblizone
do FH. Rola pozostatych pieciu biatek, okreslanych jako FHR (ang. factor H-related
proteins, biatka FH: FHR-1, FHR-2, FHR-3, FHR-4, FHR-5), polega na modulowaniu
aktywno$ci FH. Bialka te, podobnie jak FH, syntetyzowane sa glownie w watrobie?%?’.
Wszystkie biatka tej rodziny sg zbudowane z domen okreslanych mianem Sushi lub SCR
(ang. short consensus repeat), ktore cechuja si¢ wysoka homologia wobec analogicznych
domen budujacych FH, jednakze FHR nie posiadaja wszystkich domen SCR

charakterystycznych dla FH, co powoduje, iz bialka te wspdtzawodniczg z FH o wigzanie
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do C3b ale nie sg zdolne do skutecznego hamowania dalszej propagacji AP.

Podczas gdy FH dziala jako rozpuszczalny inhibitor alternatywnej konwertazy C3 i
C5, biatko CD46 (ang. membrane cofactor protein, MCP), CD55 (ang. decay-acceleration
factor, DAF) oraz receptor dopetlniacza 1 (CR1) dzialajg jako inhibitory btonowe. W
odrdznieniu od rozpuszczalnego inhibitora AP, FH, biatko wigzace C4b (ang. C4b-binding
protein, C4BP) jest inhibitorem wszystkich $ciezek, wykazujac CA oraz DAA w stosunku
zaro6wno do C3b jak i C4b, przy czym dominujace jest powinowactwo do C4b. C4BP jest
biatkiem ztozonym z 6 lub 7 tancuchoéw a i1 pojedynczego tancucha . Maksymalnie cztery
czasteczki C4b moga jednoczesnie oddzialywac z tancuchami a jednej czasteczki C4BP,
podczas gdy tancuch B wiaze biatko S ukladu krzepnigcia, przyczyniajac si¢ do regulacji
hemostazy*®*’. Blonowym odpowiednikiem C4BP jest CR1, ktory wykazuje CA i DAA w
stosunku do aktywnych sktadowych konwertaz klasycznej/lektynowej 1 alternatywne;.
Podobnie, CD46/MCP wykazuje aktywnos$¢ kofaktorowa w stosunku do C3b i C4b, lecz nie
posiada aktywnosci DAA, z kolei aktywno$¢ DAA bez aktywnosci CA wykazuje
CDS55/DAF. Partnerem dla inhibitorow o aktywno$ci CA jest rozpuszczalna w surowicy
proteaza serynowa, czynnik I (ang. factor I, FI). Aktywnos$¢ FI prowadzi do powstania
produktow degradacji odpowiednio C3b, czyli iC3b oraz C4b, czyli iC4b, ktére nie maja
zdolno$ci tworzenia aktywnych konwertaz*>. CR 1 wyrdznia sie jako kofaktor FI dzieki
zdolnosci do indukowania dalszego rozktadu iC3b, co prowadzi do degradacji C3ciC3dg*,
podczas gdy FH, MCP i C4BP powoduja jedynie rozktad C3b do iC3b. Nie wykryto formy
zymogenowej FI. PiSmiennictwo wymienia ponadto biatka wzmacniajgce rozszczepianie
C3b przez FI w obecnosci kofaktoréw. Trombomodulina wigze si¢ z C3b, negatywnie
regulujac dopetniacz poprzez przyspieszanie inaktywacji C3b przez FI w obecnosci FH 1
C4BP*, Czynnik von Willebranda, podstawowe biatko dla agregacji i adhezji ptytek krwi,
rowniez zwieksza skuteczno$é FH jako kofaktora FI1.4

Uktad dopetniacza jest takze regulowany na poziomie formowania MAC.
Podstawowe znaczenie ma biatko C8, ktore odgrywa wiodaca, podwdjna rolg¢ w tworzeniu 1
regulacji MAC. W przypadku braku bezposredniego kontaktu z btong komérkowa wigzanie
C8 z kompleksem CS5b-7 ulega zmianom konformacyjnym, ktoére prowadza do utraty
zdolno$ci do tworzenia poréw, co sprawia, ze C8 dziata jako inhibitor MAC.>® Nieaktywne
produkty koncowe, takie jak sC5b-7, sC5b-8 1 sC5b-9, ktére nie wigzg si¢ z blong, s3
wychwytywane przez klasteryng i witronektyng. Te dwa regulatory nadaja kompleksom
wysoka rozpuszczalno$é w wodzie i zapobiegajac ich wigzaniu z btong.>!-3

Biatko CD59 zakotwiczone poprzez tancuch glikozylofosfatydyloinozytolowy jest
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obecne na wigkszosci typow komérek>*** i blokuje perforowanie blony przez kompleksy
C5b-8 i C5b-93%37. CD59 nie wigze wolnych form bialek C8 i C9, ale oddziatuje z ich
domeng MACPF (ang. Membrane Attack Complex Perforin-like, domena podobna do
kompleksu atakujgcego btong i1 perforyny) po zmianach konformacyjnych zwigzanych z
tworzeniem kompleksu C5b-9.5%%0 Dodatkowo, kompleks koncowy dopetniacza C5b-9
moze by¢ usuwany z btony docelowych komoérek w ciggu kilku minut po jego osadzeniu.
Proces ten odbywa si¢ poprzez uwalnianie za pomocg pecherzykow btonowych (egzocytoza)

lub przez internalizacje i degradacje.®!'%*

5.3. Przeciwciala monoklonalne anty-CD20

CD20 jest biatkiem transbtonowym, ktore zostato zidentyfikowane i1 szeroko opisane
w pismiennictwie jako istotny cel terapeutyczny w leczeniu nowotworéw wywodzacych si¢
z limfocytow B®. Ekspresja CD20 pojawia si¢ na stosunkowo poéznym etapie réoznicowania
komorek B i jest charakterystyczna dla wigkszo$ci dojrzatych limfocytow B, natomiast nie
wystepuje na hematopoetycznych komorkach macierzystych, wczesnych komorkach pre-B
ani na koncowo zréznicowanych komorkach plazmatycznych. Dzigki takiemu profilowi
ekspresji CD20 stanowi atrakcyjny cel terapeutyczny, umozliwiajacy selektywna eliminacje
dojrzatych limfocytow B przy zachowaniu zdolnosci do ich po6zniejszej regeneracji z
komorek progenitorowych.%® Najpowszechniej przyjety model zaklada, ze CD20 wystepuje
gléwnie w postaci tetrameru na powierzchni komoérek. CD20 moze by¢ uwalniany z komoérki
lub internalizowany po zwigzaniu przeciwciata.’” Fizjologiczna funkcja CD20 jest nadal nie
w pelni poznana, dotychczasowe badania wykazaty, ze CD20 uczestniczy w sygnalizacji
wapniowej zaleznej od dziatania receptora B-komérkowego (ang. B-cell receptor, BCR).®
Wykazano, ze delecja genu CD20 u myszy nie zaburza ogdlnego rozwoju limfocytow B, ich
lokacji w tkankach, proliferacji, odpowiedzi na sygnal czy odpowiedzi przeciwciat
zaleznych od limfocytéw T, co sugeruje, ze CD20 nie jest niezb¢dny dla podstawowe;]
funkcjonalnosci komérek B.%

Rytuksymab (RTX) byl pierwszym przeciwcialem monoklonalnym anty-CD20
zarejestrowanym w leczeniu chordb limfoproliferacyjnych. Jego wprowadzenie
zrewolucjonizowalo terapi¢ chiloniakow nieziarniczych (ang. non Hodgkin lymphoma,
NHL) i przewleklej biataczki limfocytowej (ang. chronic lymphocitic leukemia, CLL).
Nowe protokoty immunochemioterapeutyczne spowodowaly poprawg wskaznikéw
odpowiedzi na leczenie oraz przezywalno$ci w poréwnaniu z samg chemioterapia, co zostato

h71 -75

udowodnione w wielu badaniach klinicznyc . W kolejnych latach wykazano, ze
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stosowanie RTX w terapii podtrzymujacej dodatkowo poprawia wyniki u pacjentéw z
chtoniakiem grudkowym (ang. follicular lymphoma, FL)"®%!. Pozytywne dane zebrane w
ramach badan klinicznych oraz do$wiadczenia hematoonkologow z codziennej pracy z
pacjentami ugruntowaty pozycje RTX jako standardu leczenia NHL i CLL3?%4 Ogromny
sukces, jakim byto wprowadzenie do uzycia RTX dat bodziec do konstruowania kolejnych
przeciwcial. Do zastosowania klinicznego wprowadzono réwniez inne przeciwciata anty-
CD20, takie jak ofatumumab bedacy ludzkim przeciwcialem zatwierdzonym do leczenia
opornej na leczenie CLL*® oraz tosytumomab i ibrytumomab tiuksetan, ktore sa
przeciwciatami mysimi stosowanymi klinicznie jako radioimmunokoniugaty®’.

Pomimo poprawy wynnikéw leczenia po wprowadzeniu RTX, cze$¢ pacjentow
doswiadczato nawrotu choroby. Kolejne cykle leczenia wigzaly si¢ ze skroceniem czasu
trwania odpowiedzi na leczenie oraz rozwojowi zjawiska opornosci na RTX. Sktonito to
badaczy do poszukiwania nowych przeciwcial monoklonalnych anty-CD20 o cechach
strukturalnych i mechanistycznych odrézniajacych je od RTX, czego rezultatem byto
stworzenie obinutuzumabu.

Obinutuzumab (GA101) jest humanizowanym, glikoenzymatycznie
zmodyfikowanym przeciwcialem anty-CD20, zarejestrowanym przez Amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) do leczenia CLL
w pierwszej linii w skojarzeniu z chlorambucylem, do leczenia FL w pierwszej linii w
potaczeniu z chemioterapia oraz do leczenia nawrotowego lub opornego (ang.
relapsed/refractory, r/r) FL w potaczeniu z bendamustyng®®. Zostal rowniez zatwierdzony do
stosowania w CLL w skojarzeniu z wenetoklaksem, ibrutynibem lub akalabrutynibem®-!,
W  Europie obinutuzumab jest zatwierdzony w polaczeniu z chlorambucylem,
wenetoklaksem lub ibrutynibem do leczenia wcze$niej nieleczonej CLL, a takze w
potaczeniu z chemioterapia do leczenia wczesniej nieleczonego FL lub z bendamustyna w
opornym FL*-%

Obinutuzumab zostat stworzony poprzez humanizacj¢ macierzystego przeciwciala
mysiego B-Ly1, a nastgpnie glikoenzymatyczng modyfikacje weglowodanow w regionie Fc.
Brak reszty cukrowej fukozy w oligosacharydach IgG w regionie Fc zwigksza jego
aktywno$¢ poprzez wzmocnienie powinowactwa wigzania z receptorami FcyRIIla na
komorkach efektorowych uktadu odpornosciowego zdolnych do przeprowadzenia reakc;ji
ADCC?®. Ponadto obinutuzumab posiada zmieniong sekwencje aminokwaséw w regionu
zawiasowego W poréwnaniu z macierzystym przeciwciatem B-Ly®’%8. Analiza struktury

krystalicznej wykazata, ze obinutuzumab wigze si¢ z CD20 w orientacji przestrzennej
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réznigcej si¢ od RTX. Kat regionu zawiasowego w przypadku obinutuzumabu jest wigkszy
o 30 stopni, co skutkuje réznicami w uktadzie przestrzennym par CD20 zwigzanych z

pojedyncza czasteczka kazdego z przeciwciat.”

Mikroskopia konfokalna wykazata
odmienne polaczenia kompleksow CD20 oraz réznice w ich rozmieszczeniu w blonie
komorkowej. Uwaza sie, ze te réznice konformacyjne sg podstawa odmiennych odpowiedzi
komoérkowych wywotywanych przez przeciwciata typu I i typu II, ktérych reprezentantami
sg odpowiednio RTX i obinutuzumab.

Przeciwciata monoklonalne anty-CD20 s3 powszechnie stosowane na oddziatach

hematologicznych, onkologicznych oraz reumatologicznych w wigkszo$ci krajow $wiata.

5.3.1. Mechanizm dzialania i podzial przeciwcial anty-CD20: typ I i typ 11

Po zwigzaniu z komdrkami CD20-dodatnimi przeciwciata wywoluja co najmniej trzy
rozne funkcje efektorowe: bezposrednig indukcje $mierci komorki, cytotoksycznosé
komorkowa, zardwno zalezng od przeciwciat jak 1 fagocytoze zalezng od przeciwcial oraz
cytotoksycznos¢ zalezng od dopeiacza ¢71%°, Przeciwciata anty-CD20 klasyfikuje si¢ jako
typu I lub II w zaleznosci od ich sposobu wigzania z CD20 oraz podstawowego mechanizmu
zabijania komérek CD20-dodatnich.'?!192 Przeciwciata typu I charakteryzujg si¢ zdolno$cig
do indukowania translokacji CD20 do sfingolipidowo-cholesterolowych mikrodomen
blonowych (tzw. tratw lipidowych)!%*1% Rekrutacja CD20 do tych struktur skutkuje wysoka
gestoscia  kompleksu antygen-przeciwcialo 1 przez to wysoka efektywnos$cig
cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza (ang. complement-dependent cytotoxicity,
CDC).!%1% Kolejng wlasciwoécig przeciwcial typu I jest wyzszy stopien nasycenia
powierzchni komodrek docelowych, wigza si¢ one z limfocytami B w ilo$ci okoto dwukrotnie
wiekszej niz przeciwciata typu I1.!%7 Zjawisko to przypisuje si¢ odmiennym konfiguracjom
przestrzennym antygen—przeciwciato. Przeciwciata typu | rozpoznaja epitopy pomiedzy
dimerami lub tetramerami CD20, co umozliwia jednoczesne wigzanie dwoch czasteczek
przeciwciala na pojedynczy kompleks oligomeryczny CD20. Natomiast przeciwciala typu
IT wiaza epitopy zlokalizowane wewnatrz tetramerow CD20, co ogranicza wigzanie do
jednej czasteczki przeciwciala na tetramer.'%

Zgodnie z danymi eksperymentalnymi, przeciwciata typu Il nie indukuja translokacji
kompleksu CD20 do tratw lipidowych 1 wykazuja ograniczong aktywnos¢ CDC.
Réwnoczesnie, przeciwciala typu II wywoluja silniejsza odpowiedz w postaci adhezji

homotypowej oraz bezposredniego efektu cytotoksycznego.'% 197 Pierwotnie zjawisko to
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klasyfikowano jako apoptoze, jednak dane z badan funkcjonalnych wykazaty, iz jest to
forma $mierci komoérkowej o charakterze niezaleznym od kaspaz i pozbawiona klasycznych
cech apoptozy, takich jak fragmentacji DNA czy aktywacji szlaku kaspazowego. Mechanizm
ten obejmuje reorganizacj¢ cytoszkieletu aktynowego, fuzje 1 destabilizacje bton
lizosomalnych oraz zwigkszong produkcje reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) prowadzaca do uszkodzenia struktur komorkowych i lizy. 19110

Mechanizmy efektorowe zaangazowane w eliminacj¢ komorek docelowych przez
przeciwciata anty-CD20, w tym ADCC oraz ADCP (ang. antibody-dependent cellular
phagocytosis, fagocytoza zalezna od przeciwcial), sg inicjowane przez oddziatywanie
domeny Fc przeciwciala z aktywujacymi receptorami Fcy na komoérkach efektorowych. W
mechanizmie ADCC kluczowa rolg odgrywa receptor FcyRIIla (CD16a) eksprymowany na
komorkach NK (ang. natural killers), natomiast ADCP w monocytach i makrofagach jest
mediowana przez aktywujace receptory Fcy =zawierajagce motyw ITAM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif, motyw aktywacyjny oparty na resztach
tyrozynowych), w szczeg6lnosci FcyRIla (CD32a) oraz FcyRI (CD64), ktére po zwigzaniu
kompleksow immunologicznych inicjuja sygnalizacje prowadzaca do fagocytozy
opsonizowanych komorek docelowych. Jednoczesnie izoforma FcyRIIb (CD32b),
zawierajagca motyw ITIM, pelni funkcje receptora hamujacego 1 nie uczestniczy
bezposrednio w inicjacji fagocytozy.!!! Co istotne, aktywno$é ta jest niezalezna od
przypisania przeciwciata do typu I czy II. Fc gamma receptor Illa (FcyRIlla), wykazujacy
ekspresje gtownie na naturalnych komorkach cytotoksycznych (NK), a takze na monocytach
1 makrofagach, ulega aktywacji w wyniku krzyzowego wigzania fragmentéw Fc z
kompleksem antygen—przeciwcialo. Prowadzi to do aktywacji mechanizméw
cytotoksycznych, takich jak uwalnianie mediatorow cytotoksycznych (np. granzymow)
przez komorki NK, a takze moze sprzyjac eliminacji komorek docelowych. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w przypadku fagocytozy kompleksow immunologicznych gtowng role
odgrywaja Fc gamma receptor I (FcyRI) oraz Fc gamma receptor Ila (FcyRIla), ktore
stanowig podstawowe receptory fagocytarne monocytow i makrofagow.®’

Polimorfizm alleliczny FcyRIlla w pozycji 158 skutkuje obecnoscia dwoch
wariantow: o nizszym powinowactwie (158F — fenyloalanina) oraz o wyzszym
powinowactwie (158V — walina).!'*!'* Wzajemne oddzialywania glikozylowanych domen
Fc i domen receptorowych reguluja efektywno$é tej interakcji''>.

Mimo ze przeciwciala typu I 1 I wykazuja porownywalny potencjat ADCC, wybrane

przeciwciala, jak np. obinutuzumab (GA101), zostaly poddane inzynierii glikozylacyjnej w
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celu zwigkszenia ich powinowactwa do FcyRlIIla, co przektada si¢ na skuteczniejsze
rekrutowanie  efektorowych komorek odpornosciowych 1  wyzsza aktywno$¢
cytotoksyczna!'. Z klinicznego punktu widzenia, wykazano korelacje miedzy obecnos$cia
wariantu FcyRIIla-158V a lepsza odpowiedzig na leczenie RTX u pacjentow z chloniakami
nieziarniczymi''’.

Badania modelowe z zastosowaniem transgenicznych myszy eksprymujacych ludzki
CD20 wykazaty, ze wydajno$¢ deplecji komorek B przez przeciwciata anty-CD20 zalezy od
warunkow eksperymentalnych, w tym od masy nowotworu (ang. tumor burden). W
modelach z niska masg nowotworu zaréwno przeciwciata typu I, jak i typu II skutecznie
eliminowaty komoérki nowotworowe, przy czym te pierwsze gldéwnie poprzez aktywacje
uktadu dopelniacza. Natomiast przy wysokiej masie nowotworu efektywna deplecja
wymagata zaangazowania wielu mechanizméw efektorowych; w tych warunkach
przeciwcialo typu II, charakteryzujace si¢ staba zdolno$cig aktywacji dopetniacza, bylo
nieskuteczne w eliminacji komorek CD20*, podczas gdy przeciwciata typu I nadal
wykazywaty aktywno$¢.!'® W celu bezposredniego poréwnania przeciwcial typu 1i Il in vivo
oraz maksymalizacji funkcji efektorowych zwigzanych z fragmentem Fc,
wyselekcjonowano 1 zmodyfikowano przeciwcialo monoklonalne (ang. monoclonal
antibody, mAb) o identycznym izotypie mysiego IgG2a, a nastgpnie oceniono ich zdolnos¢
do deplecji limfocytow B u myszy transgenicznych wyrazajacych ludzki antygen CD20.
Pomimo identycznego izotypu, podobnego powinowactwa, efektywno$ci opsonizacji oraz
okresu poéttrwania in vivo, przeciwciato typu Il tositumomab wykazato znaczaco diuzszy
czas utrzymania deplecji limfocytow B we krwi obwodowej w porownaniu do przeciwciata
typu I - RTX. Brak zaangazowania dopetniacza nie ttumaczyt skutecznosci przeciwciat typu
I, poniewaz przeciwciata typu I z mutacja w domenie Fc uniemozliwiajaca wiazanie Clq,
nadal nie wykazywaty poréwnywalnej efektywnosci. Mechanizm ten przypisano zdolnos$ci
przeciwcial typu I do indukcji endocytozy CD20 wraz z kompleksem immunologicznym, co
prowadzi do jego degradacji 1 ogranicza dostepno$¢ antygenu dla ADCP. Stopien
internalizacji zalezy rowniez od typu nowotworu — komoérki CLL i chloniaka z komoérek
ptaszcza (ang. mantle cell lymphoma, MCL) wykazuja szybki ubytek powierzchniowego
CD20, w przeciwienstwie do komoérek FL 1 komorek chloniaka rozlanego z duzych komorek
B (ang. diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL), ktore sa bardziej oporne na to
zjawisko.!1%120
Kluczowym mediatorem procesu internalizacji jest receptor FcyRIIb, ktorego

ekspresja na komoérkach B umozliwia powstanie tzw. interakcji ,,w cis” z RTX, gdzie
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kompleks CD20-FcyRIIb formowany jest na tej samej btonie komérkowej. Przeciwciata
typu Il nie wykazujg zdolnosci do indukowania takich interakcji.!?!

Podsumowujac, dominujacy mechanizm efektorowy stanowi podstawe klasyfikacji
monoklonalnych przeciwciat anty-CD20 na dwa typy: typ I (np. RTX, ofatumumab),
charakteryzujacy si¢ silng aktywacja dopetniacza oraz stabg bezposrednig indukcjg $mierci
komorkowej, oraz typ II (np. obinutuzumab) o przeciwstawnych wiasciwosciach. Parametry
takie jak odlegtos¢ epitopu docelowego od btony komorkowej, segregacja przeciwciat do
tratw lipidowych oraz szybko$¢ dysocjacji przeciwciat byly uwazane dotychczas za
dominujace czynniki determinujace mechanizm efektorowy przeciwciat!??. Jednak w 2020
roku publikacja Kumara i in. w czasopismie Science przemodelowata spojrzenie na roznice
pomiedzy przeciwciatami anty-CD20 typu I 1 [I. Wigzanie przeciwciala typu I z antygenem
nastepuje w sposob umozliwiajacy rekrutacje dodatkowych czasteczek przeciwciata do
kompleksu, co finalnie prowadzi do powstania oligomeréw!?*. Struktura oligomeryczna (a
optymalnie heksameryczna) umozliwia wigzanie pierwszego sktadnika CP, Clq. Z kolei
przylaczenie pierwszej czasteczki przeciwciala typu II do antygenu zapobiega
oligomeryzacji 1 skutkuje stabg aktywacja dopeklniacza. Hipotezg te potwierdzono
dodatkowo poprzez wprowadzenie okreslonych mutacji punktowych w stalej czesci
fancucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG, ktore faworyzowaly oligomeryzacje
przeciwcial. W przeciwienstwie do swych wersji oryginalnych, zmodyfikowane
przeciwciata wykazaty istotng cytotoksyczno$¢ zalezng od dopetiacza (CDC).!** Uzyskane
wyniki zweryfikowaly wczesniejsze teorie dotyczace parametréw decydujacych o
charakterystyce przeciwciat typu 1 i1 II, wskazujac na strukture kompleksu antygen—
przeciwcialo jako na czynnik kluczowy. W swojej pracy oryginalnej The Acquisition of
Complement-Dependent Cytotoxicity by the Type Il Anti-CD20 Therapeutic Antibody
Obinutuzumab '* wraz ze wspotautorami eksploatowalem to zagadnienie. Badano, czy
modulacja procesOw nastepujacych po powstaniu kompleksu antygen—przeciwcialo moze
przeksztatci¢ przeciwciato typu Il w silny aktywator dopetniacza oraz czy przeciwciato typu
IT — obinutuzumab — dziatajace w polaczeniu z wariantem powodujacym wzrost aktywnosci
(ang. gain of function, GoF) bialka C2, moze wywota¢ istotng aktywacj¢ CDC pomimo
suboptymalnej struktury kompleksu antygen—przeciwcialo, co dokladniej zostanie

omowione w czesci badawczej niniejszej monografii.
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5.4. Interakcje przeciwcial anty-CD20 z ukladem dopeliacza

Monoklonalne przeciwciata wigzace antygen CD20 moga wywotywac efekt
cytolityczny za posrednictwem réznych, toczacych si¢ réwnolegle procesow. Do gidéwnych
mechanizmoéw efektorowych naleza: CDC, ADCC, ADCP oraz bezposrednia indukcja
apoptozy komérek docelowych.'?® Mechanizmy CDC oraz ADCC nie wykazuja prostego
dziatania synergistycznego, lecz w wielu warunkach eksperymentalnych pozostaja
wzgledem siebie funkcjonalnie konkurencyjne, poniewaz oba wykorzystuja ten sam
fragment Fc przeciwciala monoklonalnego do rekrutacji efektoréw odpowiedzi
immunologicznej. Dane uzyskane zar6wno w modelach in vitro, jak i in vivo jednoznacznie
wskazuja, ze aktywacja jednego z tych mechanizméw moze prowadzi¢ do ostabienia
drugiego na skutek zajmowania lub maskowania fragmentu Fc przez sktadniki dopetniacza
badz przez receptory Fcy na komorkach efektorowych. Kluczowych dowodow
eksperymentalnych dostarczyli Wang i wsp., ktoérzy wykazali, ze depozycja fragmentu C3b
na komorkach docelowych optaszczonych RTX hamuje aktywacje komoérek NK oraz
ogranicza interakcje¢ fragmentu Fc przeciwciata z receptorem FcyRIIla (CD16), prowadzac
do istotnego obnizenia efektywnosci ADCC. Podobne wnioski wynikaja z badan van
Meerten i wsp., wskazujacych, ze intensywna aktywacja uktadu dopelniacza moze
funkcjonalnie uposledza¢ odpowiedz komorkowa zalezng od Fc poprzez zmniejszenie
dostepnosci przeciwciata dla receptorow Fcy oraz bezposrednia modulacje aktywnos$ci
komorek NK. W konsekwencji obserwowana w niektérych modelach pozorna
,komplementarnos¢” CDC 1 ADCC nie wynika z ich r6wnoczesnej kooperacji na poziomie
pojedynczej komorki docelowej, lecz raczej z odmiennych progéw aktywacji obu
mechanizméw w heterogennej pod wzgledem ekspresji celu molekularnego populacji
komorek nowotworowych. W warunkach wysokiej ekspresji antygenu docelowego oraz
odpowiednie; dostepnosci dopelniacza dominujagca role w eliminacji komorek
nowotworowych odgrywa CDC, natomiast ADCC staje si¢ istotnym mechanizmem
efektorowym w sytuacjach, w ktorych gestos¢ antygenu jest niewystarczajaca do efektywne;j
aktywacji kaskady dopetniacza, lecz umozliwia rekrutacje komoérek efektorowych poprzez
receptory Fcy. Takie zalezne dzialanie mechanizmow efektorowych, a nie ich rbwnoczesna
synergia, trafniej oddaje ztozono$¢ odpowiedzi immunologicznej indukowanej przez

122,127-129

terapeutyczne przeciwciala monoklonalne. Ponizszy rozdzial monografii

charakteryzuje pokrétce powyzsze mechanizmy.
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5.4.1. Cytotoksyczno$¢ zalezna od dopelniacza (ang. complement-dependent

cytotoxicity, CDC)

CDC stanowi element wrodzonego mechanizmu efektorowego odpowiedzialnego za
eliminacj¢  patogendw zewnatrzkomorkowych oraz zakazonych wirusem lub
transformowanych nowotworowo komoérek gospodarza. Moze by¢ inicjowana
spontanicznie, w ramach AP, lub wskutek rozpoznania komoérek docelowych przez
opsoniny, takie jak lektyny czy przeciwciata. Klasyczna, przeciwciato-zalezna aktywacja
dopetniacza rozpoczyna si¢ od wigzania sktadnika C1q do fragmentow Fc immunoglobulin
(IgG Iub IgM) zwigzanych z antygenem, co uruchamia kaskadg¢ reakcji proteolitycznych i
rearanzacji konformacyjnych prowadzacych do utworzenia MAC.'"*® Dodatkowo procesy
CDC indukujg szereg mechanizméw immunomodulacyjnych. Produkty posrednie tej
aktywacji, takie jak C1q, C3b, iC3b oraz C4b, pelnig funkcje opsonin, utatwiajac usuwanie
kompleksow  immunologicznych oraz pozostalosci po martwych komdrkach
nowotworowych przez komorki fagocytarne. W szczegodlnosci, opsonizacja przez C3b
wzmacnia fagocytoze komorek optaszczonych IgG przez makrofagi i neutrofile, poprzez
jednoczesna aktywacje receptoréw dla dopetniacza (CR) i Fcy.!!

Fragmenty dopelniacza powstajace w trakcie aktywacji: C3a, C4a i C5a, okreslane
zbiorczo jako anafilatoksyny, petnig funkcje silnych chemoatraktantow dla leukocytow.
Ponadto, moga one indukowa¢ degranulacj¢ bazofili i komodrek tucznych, zwigkszaé
przepuszczalno$¢ naczyn oraz wywolywac skurcz mig$ni gtadkich. Dodatkowo, C5a moze
rowniez modulowaé funkcje makrofagéw poprzez zwigkszanie ekspresji aktywujacego
receptora FcyRIII oraz obnizanie ekspresji hamujacego FcyRIIb, co potencjalnie wplywa na
ich profil efektorowy.!3%133

Stopien aktywacji ukladu dopelniacza jest uwarunkowany wieloma czynnikami,
takimi jak typ komorki nowotworowej, poziom ekspresji antygenu docelowego dla
swoistych przeciwcial, obecno$¢ regulatorowych biatek dopelniacza oraz klasa lub typ
zastosowanego przeciwciata.!** Przyktadowo, roznice w zalezno$ci od komorki docelowe;
zostaly przedstawione w badaniach z pierwotnymi i ustalonymi liniami komorek B, ktore
podlegaja szybkiej lizie po koinkubacji z przeciwciatami typu I 1 sktadnikami dopeiniacza
zawartymi w surowicy. Komorki FL oraz MCL sg bardziej podatne na lize niz komorki
DLBCL lub CLL."*®> Zalezno§¢ pomiedzy poziomem ekspresji CD20 a skuteczno$cig
zabijania komorek przez RTX w mechanizmie CDC, ktorej nie obserwowano w odniesieniu

do ADCC, zostata udokumentowana w badaniach potwierdzajacych, ze efektywnos¢ CDC
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w terapii z uzyciem przeciwciat anty-CD20 koreluje z poziomem ekspresji CD20. 136138
Obserwacje prowadzone w warunkach klinicznych posrednio potwierdzajg udzial
aktywacji uktadu dopelniacza w odpowiedzi na leczenie RTX. Podanie RTX pacjentom z
CLL wiaze si¢ z istotnym obnizeniem aktywnosci uktadu dopetniacza i spadkiem stezenia
jego kluczowych skladnikow, takich jak C2, C3 i C4, co odzwierciedla zuzycie
dopetniacza.!3%!40 Aktywacja uktadu dopeliacza moze wywiera¢ zaréwno efekty
przeciwnowotworowe, jak i sprzyjajace progresji nowotworu. Z jednej strony, aktywacja
dopehiacza prowadzi do eliminacji komérek nowotworowych poprzez CDC, z drugiej
strony, niektore produkty kaskady dopetniacza, takie jak C3a i C5a, uczestnicza w inicjacji
1 podtrzymywaniu stanu zapalnego oraz promuja procesy angiogenezy, wspierajagc w ten
sposob rozwéj nowotwordw i selekcje klondw opornych.!*1142 Aby zapobiec uszkodzeniom
tkanek gospodarza, funkcjonowanie uktadu dopelniacza jest $cisle regulowane przez szereg
inhibitorow, sposrod ktorych kluczowa rolg odgrywaja glikozylofosfatydyloinozytolowo
(GPI) zakotwiczone bialka powierzchniowe: CD55 oraz CD59. CDS55 (ang. decay-
accelerating factor, DAF, czynnik przyspieszajacy rozpad konwertaz) przyspiesza
nieodwracalng dysocjacj¢ konwertaz C3 1 C5. CD59 blokuje tworzenie poréw przez MAC.
Zmienione nowotworowo komorki B wykazuja podwyzszong ekspresje ww. bialek
regulatorowych,'*!* co moze umozliwia¢ im unikanie odpowiedzi zaleznej od
dopetiacza. Chociaz w niektorych pracach wykazano zwigzek mi¢dzy poziomem ekspresji
CD20 a aktywnoscia CDC, zalezno$¢ pomiedzy ekspresja CD20 a skutecznoscig CDC
indukowanej RTX pozostaje niejednoznaczna, a korelacja z odpowiedzig kliniczng wcigz

nie zostata w petni potwierdzona'*’

. W pracy Manches i wsp. wykazano, ze skuteczno$¢
CDC in vitro koreluje z ilorazem intensywnosci ekspresji CD20 do biatek regulatorowych
dopeliacza (CtRP, ang. complement regulatory proteins: CD46, CD55, CD59).'%
Neutralizacja CD59, CD55 1 CD46 za pomoca swoistych przeciwcial blokujacych moze
wzmacniaé efekt CDC,'*!*® co potencjalnie otwiera strategie rownoczesnego
ukierunkowania na CD20 1 neutralizacji CD59 przy pomocy przeciwciata bispecyficznego
w terapii chtoniakéw B-komérkowych opornych na RTX !12,

Innym podej$ciem do zwigkszenia skutecznosci CDC moze by¢ modyfikacja domeny
Fc przeciwciata w celu poprawy wigzania Clq. Miejsce wigzania Clq na ludzkim IgGl
zostalo zmapowane, a takze opracowano wariant IgG1 o zwigkszonym powinowactwie do
Clq. Przeciwciato to wykazuje wyraznie nasilone dzialanie cytotoksyczne zalezne od

dopetniacza, lecz jednoczesnie ostabiong aktywno$¢ ADCC in vitro.'*-13° U pacjentéw z

NHL leczenie RTX prowadzi do wzrostu osoczowych stezen produktéw aktywacji
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dopetiacza, takich jak C3b/c i C4b/c.!>! Co wiecej, terapia RTX moze prowadzi¢ do selekcji
komorek wykazujacych wysoka ekspresje CD59 w populacji komérek nowotworowych u
niektorych chorych z CLL.""? Zjawisko to zostalo rowniez potwierdzone w modelach
przedklinicznych z wykorzystaniem myszy.'>* Zdolno$¢ poszczegodlnych przeciwciat anty-
CD20 do inicjowania lizy komoérek przez dopetniacz koreluje z ich potencjatem do
translokacji kompleksow CD20 do tratw lipidowych!'®. Obserwowany wzrost stezenia
produktow aktywacji dopelniacza w trakcie terapii RTX, jak rowniez jego korelacja z

dzialaniami niepozadanymi wystepujacymi po pierwszej infuzji'>

, potwierdzaja, ze
aktywacja uktadu dopetiacza zachodzi in vivo. Badania przedkliniczne wykazaly, ze udziat
poszczegblnych mechanizméw efektorowych, w tym aktywacji dopelniacza, w
terapeutycznej aktywno$ci przeciwciat anty-CD20 w modelach in vivo jest zalezny od
specyfiki zastosowanego modelu badawczego. W jednym z klasycznych modeli z
transdukowang ludzkim CD20 mysig linig chtoniaka EL4 (ang. mouse lymphoma cell line),
RTX okazat si¢ nieskuteczny w zwalczaniu nowotworu u myszy z deficytem Clq, co
wskazuje na fundamentalng rol¢ CP w tym kontekscie. W innych badaniach nad wptywem
aktywacji dopetniacza na mechanizmy efektorowe RTX wykazano, ze deplecja C3 moze
zwigksza¢ aktywacje komorek NK i poprawiaé skutecznos¢ terapeutyczng przeciwciala, co

sugeruje, ze rola komponentow dopetniacza w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej

wobec komorek chtoniaka moze by¢ bardziej ztozona niz klasyczna funkcja CDC. 138153

5.4.2.Cytotoksycznos¢ komorkowa zalezna od przeciwcial (ang. antibody-dependent

cellular cytotoxicity, ADCC) i inne mechanizmy z udzialem komorek odpornosciowych

CD20 charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka stabilno$cig powierzchniowa i po
zwigzaniu z przeciwcialem zasadniczo nie wulega intensywnej internalizacji ani
proteolitycznemu ztuszczaniu. Zjawiska te moga wystepowac jedynie w ograniczonym
zakresie. Mimo to, wzgledna stabilnos$¢ ekspresji antygenu sprzyja utrzymaniu dostgpnosci
miejsca wigzania przeciwciata, co czyni CD20 odpowiednim celem terapeutycznym do
aktywacji mechanizméw efektorowych zaleznych od receptorow Fcy (FcyRs). Jednym z
kluczowych  mechanizmow  efektorowych w  kontek$cie eliminacji  komorek
nowotworowych oraz zakazonych patogenem jest ADCC. Proces ten inicjowany jest
poprzez wigzanie IgG z antygenem na komoérce docelowej, co umozliwia zaangazowanie
efektorowych komorek ukladu odpornosciowego, gléwnie komorek NK i1 makrofagow

eksprymujacych receptory Fcy. Dzieki interakcji fragmentu Fc przeciwciala z FcyR na
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powierzchni komorek efektorowych, dochodzi do aktywacji szlakow prowadzacych do

fagocytozy lub degranulacji cytotoksycznej, skutkujacej $miercia komorek docelowych.!'!?

Ekspresja receptorow Fcy w zaleznos$ci od typu komorki zostata podsumowana

zbiorczo w ponizszej Tab. 1.

Typ komorki

Monacyty / makrofagi

Komarki MK

Neutrofile

Limfocyty B

Koméorki dendrytyczne

Komérki tuczne
{mastocyty)

Phytki ki

Legenda:
* " —ekspresja obecna
* o [t —ekspresja zmienna lub zaleina od stanu aktywac)i

*  — — brak ekspregji

Tab. 1.

Ekspresja receptoréw Fcy w zaleznos$ci od typu komorki

FoyRI

v/t

FcyRlla FeyRllb
v v
‘, —
— v
v v
v v
‘/ —_

FcyRlic FcyRllla
— v
v v
— v

Zrédlo: Opracowano na podstawie: Cartron G, Watier H, Golay J, Solal-Celigny P. From the
bench to the bedside: ways to improve rituximab efficacy. Blood. 2004;104(9):2635-2642.
doi:10.1182/blood-2004-03-1110. PMID:15226177.
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Zwigzanie receptorow aktywujacych przez kompleksy immunologiczne IgG prowadzi
do fosforylacji motywow ITAM przez kinazy tyrozynowe z rodziny Src, co inicjuje kaskade
sygnalizacyjng skutkujaca odpowiedzig efektorows, taka jak fagocytoza, ADCC,
degranulacja lub produkcja cytokin. Receptor FcyRIIb, w przeciwienstwie do pozostatych,
pelni funkcj¢ hamujaca, zawiera w domenie cytoplazmatycznej motyw ITIM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif, motyw hamujacy oparty na resztach
tyrozynowych). Jednoczesne zwigzanie FcyRIIb oraz BCR przez kompleks antygen—IgG
prowadzi do aktywacji fosfataz 1 thumienia sygnalizacji przez BCR, co przeklada si¢ na
hamowanie aktywacji limfocytow B. Makrofagi eksprymuja zaro6wno aktywujace, jak i
hamujace receptory Fcy, co umozliwia precyzyjng regulacje odpowiedzi efektorowe;.
Komorki NK wykazuja ekspresj¢ wylacznie aktywujacych FcyRIIla i FeyRlIlc, natomiast
granulocyty obojetnochtonne posiadaja receptory FcyRIla oraz FcyRIIIb, ktore
wspotdzialaja w mechanizmach fagocytozy.'?’

Doktadne poznanie interakcji pomiedzy fragmentem Fc przeciwciala a receptorami
Fcy (FeyR) stworzyto podstawe do opracowania strategii majacych na celu zwigkszenie
skuteczno$ci RTX. Inzynieria molekularna ukierunkowana na modyfikacj¢ regionu Fc
umozliwia zwigkszenie powinowactwa przeciwciata do FcyRIlla, co moze prowadzi¢ do
nasilonej aktywacji mechanizmu ADCC.!*® Efektorowa aktywno$é¢ przeciwciat IgG silnie
zalezy od ich glikozylacji, szczegodlnie od sktadu 1 struktury tancuchow oligosacharydowych
przytaczonych do fragmentu Fc.'>” Zmiany w glikozylacji przeciwcial mogg istotnie
modulowac¢ ich zdolno$¢ do rekrutowania komorek efektorowych i1 indukowania ADCC.
Przyktadowo, obecnos¢ bisekcyjnej N-acetyloglukozaminy lub brak fukozy w tancuchu N-
glikanowym Fc IgG1 skutkuje znacznym zwigkszeniem efektywnosci ADCC.!38-160

Cytokiny, takie jak IL-2, IL-12 (interleukina-2; interleukina-12), IFN-y (interferon
gamma), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow (ang. Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) oraz czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow (ang. Granulocyte Colony-Stimulating Factor G-CSF), moga
wzmacnia¢ procesy ADCC 1 fagocytozy poprzez pobudzanie lub ekspansje komoérek NK i
makrofagow!®1"162, Przyktadowo, IL-2 zwicksza ADCC poprzez aktywacje i namnazanie
komérek NK'6 co wykorzystano w badaniach klinicznych taczacych IL-2 z RTX u
pacjentow z NHL. Zaobserwowano w nich zalezno$§¢ pomiedzy liczbg komorek NK a

skuteczno$cig terapii'®,

IL-12 wzmacnia cytotoksyczno$¢ komorek NK i stymuluje
produkcje IFN-y. IL-12 réwniez zastosowano w badaniach klinicznych wraz z RTX u oséb

z nawrotowym NHL, osiggajac pozytywne wyniki kliniczne'®>. Podawanie IFN-y w
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potaczeniu z RTX rowniez wykazato podobne wskazniki odpowiedzi jak sam RTX, cho¢
IFN-y wydhuzyt czas do nawrotu choroby u pacjentow reagujacych na leczenie. GM-CSF
sprzyja roznicowaniu monocytow oraz aktywacji neutrofili wielojadrzastych. Terapia
skojarzona RTX 1 GM-CSF u pacjentéw z nawrotem lub oporno$cig na leczenie NHL data
wstepne wyniki wskazujace na wyzsza czesto$¢ remisji catkowitej niz w przypadku samego
RTX.!¢ W $wietle tych danych rola ADCC w klinicznym dziataniu RTX jest dobrze
potwierdzona i uzasadnia prowadzenie dalszych badan majacych na celu optymalizacje¢ tego

mechanizmu w terapii przeciwciatami anty-CD20.

5.4.3. Wplyw aktywacji dopelniacza na komorki nowotworowe

Dziatanie uktadu dopelniacza nie ogranicza si¢ wylacznie do powierzchni komorek,
lecz pelni rowniez istotng role regulatorowa wewnatrzkomorkowo. Obecno$¢ sktadnikow
dopetniacza, takich jak C3 i C5 oraz ich aktywnych produktow, zostata wykazana w r6znych
typach komorek uktadu odpornosciowego, w tym w neutrofilach, monocytach, limfocytach
T i B, gdzie wspotwystepuja z odpowiadajacymi im receptorami'®’. Zlokalizowane s3 one
w cytoplazmie, lizosomach, retikulum endoplazmatycznym, zewnetrznej blonie
mitochondriéw oraz jadrze komérkowym.!®® Réwnoczesnie, biatka regulatorowe uktadu
dopetniacza sa obecne w tych samych strukturach, co sugeruje istnienie mechanizmow
precyzyjnie modulujacych odpowiedZz immunologiczng takze na poziomie komérkowym.
Endogenna pula biatek dopelniacza okreslana jest jako komplosom (ang.complosome) 1
pochodzi z dwoch zrodel: syntezy sktadnikow dopelniacza przez samag komorke oraz
internalizacji  zewngtrzkomoérkowych biatek dopetniacza poprzez endocytoze.'®’
Komplosom bierze udzial w szeregu kluczowych procesow fizjologicznych, takich jak

170-172 autofagia czy kontrola ekspresji genéw.!”® Prace

regulacja metabolizmu komérkowego
Kremlitzka 1 wsp. wykazaty, ze C3 pochodzenia osoczowego, internalizowane przez ludzkie
limfocyty B, wigze si¢ z jadrem komoérkowym 1 oddziatuje z DNA, co moze modulowac
transkrypcje genow.!” Badania Arbore i wsp. dowodza, ze autokrynne pobudzenie CYT-1
(cytoplazmatycznej domeny 1) biatka CD46 jest niezbedne do indukcji ekspresji LAT1
(transporter aminokwasow typu L) oraz zwigkszenia ekspresji GLUT]1 (transportera glukozy
typu 1), odpowiedzialnego za transport glukozy. Ponadto wykazano, ze CD46 wplywa na
funkcje cytotoksyczne limfocytow T CDS8* (komoérki T cytotoksyczne) poprzez regulacje

szlakow metabolicznych opartych na metabolizmie kwasoéw thuszczowych,!” co podkresla

wieloplaszczyznowa role wewnatrzkomoérkowego dopelniacza w  regulacji  funkcji
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efektorowych komoérek odpornosciowych.

Uktad dopelniacza odgrywa dwojaka role w odpowiedzi immunologicznej na
nowotwory. Oprocz bezposredniego dziatania przeciwnowotworowego, bierze rowniez
udziat w ustanawianiu tolerancji immunologicznej wobec nowotworu. Tolerancja ta oznacza
zdolno$¢ komoérek nowotworowych do adaptacji i oporu wobec odpowiedzi
immunologicznej, zarowno poprzez bezposrednie mechanizmy, jak i poprzez modyfikacje
mikrosrodowiska nowotworu. Proces ten sprzyja progresji choroby i wzrostowi masy guza.
Wszystkie sktadniki uktadu dopetniacza, w tym biatka efektorowe, produkty aktywacji,
receptory oraz regulatory, wspdluczestnicza w kreowaniu stanu tolerancji. Komorki
nowotworowe moga syntetyzowac¢ wlasne elementy dopetniacza, co umozliwia im unikanie
immunologicznej eliminacji oraz samopromocj¢, mi¢dzy innymi poprzez hamowanie
funkcji komorek uktadu odpornosciowego lub blokowanie prawidtowego przebiegu kaskady
dopemiacza.!”®

Uktad dopelniacza uczestniczy w tworzeniu tolerancji immunologicznej na
nowotwory poprzez hamowanie funkcji limfocytow T na dwa sposoby. Pierwszy to
bezposrednie dziatanie aktywnych fragmentéw dopeilniacza na limfocyty T, drugi to
hamowanie funkcji limfocytow T przez biatka regulujace dopetniacz, ktore sa
eksprymowane przez komoérki nowotworowe. Produkty rozktadu dopetliacza C3a i C5a
oddziatuja na limfocyty T regulatorowe (Treg), wpltywajac na ich aktywacje 1 funkcje.
Mechanizm ten ma kluczowe znaczenie dla utrzymania tolerancji immunologicznej 1
zapobiegania reakcjom autoimmunologicznym. C3a i C5a wigzg si¢ z odpowiednimi
receptorami, co stymuluje proliferacje 1 aktywacje¢ Treg oraz wzmacnia ich funkcje
supresyjng, w tym indukcje wydzielania przeciwzapalnej interleukiny-10 (IL-10).!”7 Torok
1 wsp. wykazali, ze aktywacja receptora dopelniacza 1 (CD35, CR1) na powierzchni
limfocytéw CD4+ powoduje ich przeksztatcenie w Treg, co zwigksza produkcje IL-10 1
jednocze$nie istotnie zmniejsza wydzielanie prozapalnego interferonu gamma (IFN-y).!”8 W
badaniach na modelu raka ptuca zaobserwowano, ze myszy CS57BL/6J pozbawione
dopetniacza C3 mialy wyraznie zmniejszony wzrost guzoéw pierwotnych i przerzutow.
Zjawisku temu towarzyszyl wzrost liczby limfocytow CD4+ produkujacych IFN-y, TNF-a
(ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu) oraz IL-10, jak réwniez
limfocytéw CD8+. Odwrdcenie zahamowania wzrostu nowotworu, spowodowane brakiem
dopetniacza C3, wynikajace z wyczerpania immunologicznego limfocytow CD4+, stanowi
dowod na to, ze nowotwory moga wymykac¢ si¢ kontroli uktadu odporno$ciowego poprzez

szlaki zalezne od C3/C5.!” Uktad dopetniacza moduluje odpowiedZ immunologiczng
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limfocytow T oraz limfocytéw B. Aby chemioterapia byta skuteczna, musi ona indukowac
powstanie specyficznej subpopulacji limfocytow B — komorek ICOS-L* (ang. Inducible T-
cell Co-Stimulator Ligand ktore wykazujg rowniez ekspresje receptora dopetniacza 2 (CR2).
Interakcja fragmentow C3 z CR2 sprzyja tworzeniu komorek ICOS-L*. Z drugiej strony,
nadekspresja CD55 (regulatora dopelniacza) hamuje aktywacje uktadu dopelniacza i
zapobiega tworzeniu komorek ICOS-L+.!80

Biatko Clq jest wielofunkcyjnym sktadnikiem uktadu dopetniacza, ktory wywiera
bezposredni wptyw na komorki nowotworowe, zarGwno pozytywny, jak i negatywny, w
zaleznosci od typu nowotworu. W raku prostaty, piersi, neuroblastomie oraz innych typach
nowotworow opisano jego dziatanie przeciwnowotworowe, polegajace na indukcji
apoptozy. Clq aktywuje gen supresorowy WWOX (ang. WW domain-containing
oxidoreductase, gen kodujay oksydoreduktaze¢ zawierajaca domeng WW), w wyniku czego
fosforylowana forma biatka WOX1 gromadzi si¢ w jadrze komérkowym i wysyta sygnaly
hamujace proliferacje oraz indukujgce apoptoze.'8":1%2 Podobny mechanizm opisano w raku
jajnika — domeny globularne C1q indukuja apoptoze poprzez TNF-B oraz receptor Fas.!®* Z
drugiej strony, w czerniaku C1q promuje proliferacj¢ 1 migracj¢ komorek nowotworowych,
przyspiesza tworzenie przerzutéw oraz obniza przezywalno$¢ pacjentéw!®4. Dane te
wskazuja na mozliwo$¢ dzialania Clq zaleznie od kontekstu biologicznego danego typu
nowotworu. FH jest najczgsciej badany w kontek$cie nowotworéw ptuc oraz ¢cSCC (ang.
cutaneous squamous cell carcinoma, rak kolczystokomérkowy skory)!®. Poza ochrong
komorek nowotworowych przed cytotoksycznoscig zalezng od dopelniacza, FH promuje
takze migracje komorek. Myszy pozbawione FH spontanicznie rozwijaja guzy watroby, co
sugeruje, ze FH odgrywa kluczowa role w kontrolowaniu niepozadanej aktywacji
dopetniacza w watrobie 1 zapobieganiu przewlektemu stanowi zapalnemu indukowanemu
przez ten uktad.'®® W ¢SCC wyciszenie ekspresji biatek Cls, Clr, FB, FH i FI daje podobne
efekty: ogranicza wzrost guza. Biatka te biorg udzial w promowaniu proliferacji, migracji i
przezywalno$ci komoérek nowotworowych poprzez aktywacje szlakow sygnatowych PI3K
(ang. phosphoinositide 3-kinase, kinaza 3-fosfatydyloinozytolu) oraz Erk 1 i 2 (ang.
extracellular signal-regulated kinase, kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym).!8” Wiele typow guzéw nowotworowych wykazuje ekspresje biatek
dopetniacza produkowanych przez same komorki guza,. Bialka dopelniacza sg wydzielane
do mikro$rodowiska guza, gdzie moga aktywowac¢ kaskade¢ dopelniacza, rekrutujac Clq
pochodzacy glowie z makrofagow. 88189

Zmiana ekspresji bialek ukladu dopetniacza ma istotny wplyw na procesy
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nowotworzenia, modulujac proliferacj¢, migracj¢ i inwazyjnos¢ komoérek nowotworowych
oraz ksztattujac odpowiedz immunologiczng gospodarza. Nadmierna aktywacja lub
nadekspresja wybranych sktadnikéw moze sprzyja¢ mikrosrodowisku prozapalnemu oraz
wspiera¢ mechanizmy unikania odpowiedzi immunologicznej przez komoérki nowotworowe.
Z kolei obnizona ekspresja lub funkcjonalny niedobdr bialek dopelniacza ogranicza
opsonizacj¢ i cytotoksyczno$¢ zalezng od dopelniacza, co wplywa na progresje guza i
odpowiedz na terapi¢. Wyniki te podkreslajg istotng rol¢ uktadu dopeiniacza w patogenezie
nowotworow. Szczegdtowe dane dotyczace nadekspresji 1 niedoboréw biatek dopelniacza
przedstawiono w Tab. 2.1 3.

Tab. 2. prezentuje biatka dopelniacza, ktorych nadekspresje odnotowano w réznych
typach nowotworéw. Wzmozona ekspresja tych czasteczek obejmuje wszystkie etapy
aktywacji kaskady dopetniacza, zarowno CP, LP i1 AP, jak rdéwniez komponenty
odpowiadajace za powstawanie anafilatoksyn, MAC oraz czynniki regulatorowe. Tab. 3.
przedstawia przypadki obnizonej ekspresji biatek dopelniacza, opisywane w literaturze.
Zmniejszona aktywnos$¢ tych skladnikow dotyczy przede wszystkim elementow CP 1 AP

oraz wybranych regulatorow uktadu dopetniacza.
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Czasteczka | Typ nowotworu Obserwacja Zrodlo

Clq Glejak Osocze: podwyzszony poziom Clq w 190
surowicy pacjentdow w pordwnaniu do
zdrowej grupy kontrolne;j.

Cls Rak ptuca Osocze: podwyzszone poziomy Cls w 191
osoczu pacjentéw z rakiem ptuca w
porownaniu do grupy kontrolne;.

Cls Rak prostaty Guz: nadekspresja Cls w guzach 192
prostaty w pordwnaniu ze zdrowa
tkankg prostaty.

C4 Rak phuca Osocze: podwyzszone poziomy C4 u 193
pacjentow z rakiem w poréwnaniu do
grupy kontrolne;j.

C4a Rak brodawkowaty | Osocze: podwyzszony poziom C4a w 194

tarczycy surowicy pacjentow w pordwnaniu do
grupy kontrolnej

C4d Rak ptuca Ptyn oskrzelowy: wyzszy poziom C4d u | 195
pacjentow z rakiem niz w grupie
kontrolne;.

C4d Rak pluca Osocze: wyzszy poziom C4d u 196
pacjentéw z rakiem niz u pacjentow z
tagodnymi guzkami.

C3 Rak ptuca Osocze: podwyzszony poziom C3 u 193
pacjentow z rakiem w poréwnaniu do
grupy kontrolne;j.

C3 Neuroblastoma Osocze: podwyzszony poziom C3 u 197
pacjentow w poréwnaniu do zdrowych
dawcow.

C3 Gruczolakorak Guz: wyzszy poziom biatka C3 w 198

przewodowy tkance nowotworowej w poréwnaniu do
trzustki przylegajacej zdrowej tkanki trzustki.
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C3 Rak trzustki Guz: wyzszy poziom biatka C3 w 199
tkance nowotworowej w poréwnaniu do
zdrowej tkanki trzustki.

C3a Rak przetyku Osocze: wyzszy poziom C3au 200
pacjentdw niz u zdrowych dawcow.

C3a desArg | Rak piersi Osocze: wyzszy poziom C3a desArgu | 201
pacjentdw niz u zdrowych dawcow.

C5a Niedrobnokomorko | Osocze: wyzszy poziom C5au 202

wy rak ptuca pacjentow niz u zdrowych dawcow.

C5aR1 Rak zotadka Guz: wyzsza ekspresja C5aR1 w 203
tkankach nowotworowych niz w
przylegtych zdrowych tkankach.

FH Plaskonabtonkowy | Osocze: nadekspresja FH u gornikow 204

rak pluca narazonych na uran w poréwnaniu z
gornikami bez choroby ptuc.

FH Rak ptuca Poptuczyny oskrzelowo-pgcherzykowe: | 205
wyzsze stezenie FH u pacjentow z
rakiem phuca niz w grupie kontrolne;.

FH Rak Guz: wyzsza ekspresja FH w 188

kolczystokomérkow | inwazyjnych cSCC w poréwnaniu do
y skory (cSCC) skory normalnej lub ¢cSCC in situ.

FH Rak pecherza Mocz: FH 1 pokrewne biatka FH jako 206
markery raka pecherza.

C9 Ptaskonabtonkowy | Osocze: poziom C9 1 jego 207

rak pluca fukozylowana forma wyzsze u
pacjentéw z SQLC (ang. squamous cell
lung cancer, rak ptaskonabtonkowy
ptuca) w poréwnaniu do grupy
kontrolne;.
CD46 Rak okreznicy Guz: wyzszy poziom CD46 w tkankach | 208

raka okreznicy w porOwnaniu z

przylegtymi zdrowymi tkankami.
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CDS5S Rak okre¢znicy Guz: wyzszy poziom CD55 w tkankach | 208
raka okreznicy w poroOwnaniu z

przyleglymi zdrowymi tkankami.

CD59 Rak okreznicy Guz: wyzszy poziom CD59 w tkankach | 208
raka okr¢znicy w porownaniu z

przylegtymi zdrowymi tkankami.

MASP2 Rak jajnika Guz: wyzsza ekspresja genu MASP2w | 209
raku jajnika w poréwnaniu do grupy
kontrolne;j.

MBL Rak okre¢znicy Osocze: poziom MBL2 podwyzszony u | 210

pacjentow w poroéwnaniu do zdrowych

dawcow krwi.

MBL Rak jajnika Guz: wyzsza ekspresja genu MBL2 w 209

raku jajnika w porownaniu do grupy

kontrolne;j

Tab. 2.

Nadekspresja biatek uktadu dopetniacza w nowotworach

Zrédlo: Opracowano na podstawie: Revel M, Daugan MV, Sautés-Fridman C, Fridman WH,
Roumenina LT. Complement System: Promoter or Suppressor of Cancer
Progression?. Antibodies  (Basel).  2020;9(4):57.  Published 2020 Oct  25.
doi:10.3390/antib9040057.
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Czasteczka Typ nowotworu Mechanizm dzialania Zrédlo

Cls Rak jajnika Nowotwor: obnizona regulacja mRNA Cls w raku 211
jajnika w porownaniu ze zdrowa tkanka

Cls Rak jajnika Nowotwor: obnizona ekspresja Cls w raku 212
surowiczym jajnika (stadium III) w poréwnaniu z
tkanka zdrowsg

Cls Rak ptuca Nowotwor: zmniejszona ekspresja Cls w tkankach 191
nowotworowych w porownaniu z tkankami
okotonowotworowymi

C4BP Rak jajnika Nowotwor: obnizona regulacjia mRNA C4BPA w211
raku jajnika w poréwnaniu ze zdrowg tkanka

C7 Rak jajnika Nowotwor: obnizona regulacja mRNA C7 w raku 211
jajnika w porownaniu ze zdrowa tkanka

FB Glejak Osocze: obnizony poziom FB w glejaku 190

FI Rak zotadka Osocze: znaczaco nizszy poziom FI w surowicy 213
pacjentow z rakiem zotadka niz w grupie
kontrolnej; spadek ekspresji w miar¢ postepu
zaawansowania klinicznego (pTNM [-1V)

FH Rak jelita Osocze: spadek poziomu biatka FH w surowicy 214

grubego pacjentow z rakiem jelita grubego w poréwnaniu z

grupa kontrolng

FH Rak jajnika Nowotwor: obnizona regulacja mRNA FH w raku 223
jajnika w poréwnaniu ze zdrowg tkanka

CDS55 Rak jajnika Nowotwor: nizsza ekspresja CD55 w raku jajnika 211
niz w grupie kontrolnej

Tab. 3.

Obnizona ekspresja biatek uktadu dopetniacza w nowotworach

Zrédio: Opracowano na podstawie: Revel M, Daugan MV, Sautés-Fridman C, Fridman WH,
of Cancer

Oct  25.

Roumenina LT. Complement Promoter or

(Basel).

System:
2020;9(4):57.

Suppressor
Progression?. Antibodies Published 2020

doi:10.3390/antib9040057.
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5.4.4. Modulacja dopelniacza w eksperymentalnej terapii nowotworow
limfoproliferacyjnych

Liczba pacjentéw z nowotworami hematologicznymi stale rosnie. U wielu chorych
stwierdza si¢ nieprawidtowe stezenia sktadnikoéw uktadu dopetniacza, co prawdopodobnie
odzwierciedla mechanizmy dysregulacji tego systemu towarzyszace limfoproliferacjom.
Najczestszymi podtypami NHL sa DLBCL oraz FL. Dane z pismiennictwa wskazuja, ze
mutacje germinalne w genach dopelniacza koreluja z podwyzszong podatnoscig na
zakazenia 1 choroby autoimmunologiczne, stanami, ktore wigzg si¢ ze zwickszonym
ryzykiem wystapienia NHL.?!> Warianty genetyczne w genach dopehiacza, takich jak
MASP2, C5 i C9, koreluja ze sktonnoscia do rozwoju NHL.2!32!6 Analiza prowadzona przez
Charbonneau 1 wsp. wykazala ponadto, ze polimorfizmy w genie C9 i w genach
regulatorowych bialek dopetniacza m.in. FH, CD46, CD55, CFHRI, CFHR5 (ang.
complement factor H-related protein, gen kodujacy biatko pokrewne czynnikowi H uktadu
dopetniacza) koreluja z dtuzszym przezyciem wolnym od zdarzen (ang. event free survival,
EFS) u chorych z FL, natomiast warianty C7 zwigzane byly z dtuzszym EFS w DLBCL.?!”
W praktyce klinicznej sugeruje to, iz pacjenci o odmiennych genotypach elementéw ukladu
dopetniacza réznie reaguja zar6wno na bezposrednie dziatanie dopelniacza, jak i na terapie¢
oparta na przeciwcialach. Polimorfizmy w genach FH, CFHRI i CFHR5 wykazuja
szczegoblnie silny wplyw na EFS u pacjentéw z FL leczonych przeciwciatami anty-CD20.
Ponadto polimorfizm Clg4 ma wplyw na skuteczno$¢ leczenia schematem R-CHOP
(rytuksymab, cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna, prednizon) u pacjentow z
DLBCL: retrospektywna analiza wykazata, ze pacjenci homozygotyczni dla allelu A ClgA4
osiagali wyzsze wskazniki catkowitej remisji oraz dluzsze przezycie ogdlne po terapii R-
CHOP, cho¢ mechanizm tej zaleznosci pozostaje nierozstrzygniety.>'® Jednym z gtéwnych
mechanizmoéw unikania nadzoru dopelniaczowego przez linie komoérkowe NHL jest
nadekspresja regulatoréw dopehiacza, w szczegdlnosci CD46, CD55 i CD59.2!” W oparciu
o dostgpne dane poréwnawcze profili wspotekspresji gendéw dopetniacza pomigdzy
nowotworami hematologicznymi a guzami litymi stwierdzono, ze zarowno DLBCL, jak 1
AML (ang. acute myeloid leukemia, ostra bialaczka szpikowa) wykazuja podwyzszong
ekspresje genu CFD (ang. complement factor D, gen czynnika D dopelniacza). Ponadto
DLBCL, podobnie jak wigkszos¢ nowotwordw litych, charakteryzuje si¢ podwyzszong
ekspresja C3, ITGB2 (ang. integrin subunit beta 2, gen podjednostki beta-2 integryny) oraz
genow szlaku klasycznego (C10A4, CIQOB, CI1QC, CIR, C1Si C2), natomiast geny takie jak
C4BP, elementy szlaku lektynowego (MBL2, FCN, MASP2) oraz geny koncowego etapu
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kaskady (C6, C8, C9) wykazuja niska ekspresje. Dla AML obserwuje si¢ odmienny profil
transkrypcyjny: poza CFD silnie eksprymowane sa FCNI, CIRL, C34RI oraz C5ARI,
natomiast pozostate, w tym C3, wykazuja relatywnie niska ekspresje.??

Powyzsze zagadnienia teoretyczne przekladaja si¢ na mozliwe zastosowanie w
praktyce klinicznej. Uktad dopelniacza petni kluczowg role w immunoterapii opartej na
mAb??!. Wiekszo$¢ zatwierdzonych terapii mAb stosowanych w leczeniu nowotworow
hematologicznych wykorzystuje dopetiacz jako jeden z podstawowych mechanizméw
dziatania. W celu wuzyskania optymalnej skuteczno$ci klinicznej, drogi aktywacji
dopetniacza muszg by¢ w pelni funkcjonalne. Niemniej jednak, deficyty sktadnikow
dopetniacza, nadekspresja btonowych regulatorow dopetniacza (takich jak CD55, CD59
oraz CD46) oraz inhibitory (m.in. CFH, C4BP) w mikrosrodowisku guza stanowia
przyczyne opornoéci oraz braku odpowiedzi na terapi¢ mAb.2!* W pracach Di Gaetano i
wspolpracownikow badano myszy z niedoborem Clq, ktére to wykazywaty uposledzong
odpowiedz na RTX w modelu chioniaka, co podkres§la znaczenie CDC jako kluczowego
mechanizmu efektorowego immunoterapii, w odrdéznieniu od ADCC, ktora nie byla
obserwowana po deplecji komérek NK ani granulocytéw.?*> Ponadto u pacjentow z CLL, u
ktérych stwierdzono deficyty w zakresie bialek dopetniacza, podejrzewa si¢ ograniczenie
skutecznosci przeciwciat anty-CD20 in vivo.?”* W innych pracach po podaniu RTX lub

ofatumumabu u chorych na CLL obserwowano szybkie zuzycie dopetiacza®**?2°

, ponadto
poziomy C1 i C4 byly obnizone u ponad potowy badanych pacjentow z CLL.?* a przy
jednoczesnym podaniu §wiezo mrozonego osocza mozliwe bylo przywrdcenie calkowite)
terapeutycznej aktywnosci RTX u tych pacjentow.

Polimorfizmy genow ClgA, C5 oraz C9 wykrywano u chorych z FL i DLBCL.
Opisywana zmienno$¢ moze ogranicza¢ aktywacje dopelniacza 1 wplywa¢ na kliniczna
odpowiedz na RTX??7. Ponadto regulatory dopetiacza (CD55, CD59 oraz FH) ograniczajg
skuteczno$¢ RTX u pacjentéow z CLL poprzez hamowanie CDC.??® Funkcjonalne
zablokowanie tych regulatoréw znaczaco zwigksza podatnos¢ pierwotnych komoérek CLL
na dziatanie przeciwciat anty-CD20. W przypadku FL oraz DLBCL ekspresja genow CD46,
CD55, CD59, CFH, CFHRI i CFHRS5 prawdopodobnie wplywa na odpowiedzZ kliniczng
oraz czas trwania odpowiedzi na terapie¢ RTX.'”’ Podobnie jak w CLL i NHL, komorki
szpiczaka mnogiego (ang. multiple myeloma, MM) wykorzystuja regulatory dopetniacza
(CD55, CD59, CFH) do hamowania CDC, co skutkuje oporno$cia na immunoterapi¢ anty-
CD38%%. Zroznicowanie poziomow ekspresji poszczegdlnych regulatoréw i inhibitorow u

pacjentow warunkuje zmienno$¢ skutecznosci terapii mAb.
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Podsumowujac, liczne badania in vitro, modele mysie oraz analizy kliniczne
jednoznacznie wskazuja, ze funkcjonalny uktad dopeilniacza odgrywa kluczowa role w
efektach przeciwnowotworowych terapii opartych na przeciwciatach monoklonalnych w
nowotworach hematologicznych. Modulacja aktywacji dopeiniacza przez nowotwory

hematologiczne stanowi istotne wyzwanie dla skuteczno$ci immunoterapii mAb.

5.5. Rola przeciwcial anty-CD20 w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych

Wieloletnie dobre do§wiadczenia lekarzy praktykow z mAb anty-CD20 wynikajg z
korzystnego bilansu potencjalnych korzysci klinicznych do mozliwych dziatan
nieopozadanych. Profil ryzyka dla wszystkich mAb anty-CD20 jest bardzo zblizony.
Toksyczno$¢ przeciwcial monoklonalnych anty-CD20 jest stosunkowo niska, a najczesciej
obserwowanymi dziataniami niepozadanymi sg reakcje zwiazane z infuzja (ang. infusion
related reactions, IRRs), reakcje nadrwazliwosci, mielosupresja (toksyczno$¢ dla szpiku
kostnego) oraz immunosupresja. Inne czesto wystepujace, cho¢ niespecyfczne, objawy
odnotowywane w badanich klinicznych oraz raportowane jako dzialania niepozadane
obejmuja bol w klatce piersiowej, arytmig, parestezje, nudnosci, biegunke, bole brzucha oraz
bole migsniowe. Rzadziej moga pojawic si¢ powazniejsze powiktania, takie jak infekcje
(dominuja infekcje uktadu oddechowego i moczowego), zesp6t lizy guza czy postepujaca
wieloogniskowa leukoencefalopatia (ang. progressive multifocal leukoencephalopathy,
PML).>® Do najczeéciej stosowanych strategii zmniejszajacych czesto$é reakcji
nadwrazliwosci naleza podanie lekoéw sterydowych lub przeciwhistaminowych oraz
powolna predko$é pierwszej infuzji.*' Dane kliniczne dotyczace dokladnych przyczyn
wystepowania IRRs po podaniu przeciwciat anty-CD20 u pacjentdéw z nowotworami
komorek B sg stale zbierane 1 poddawane analizie. Zazwyczaj IRRs obserwuje si¢ po
pierwszej infuzji 1 ich czgsto$¢ wystepowania koreluje z podwyzszonym poziomem
prozapalnych cytokin uwalnianych w trakcie terapii, co sugeruje aktywacj¢ wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej w wyniku masowe;j eliminacji komorek docelowych.?*? RTX
wykazuje zdolno$¢ do eliminacji nawet do 75% komoérek CLL po podaniu zaledwie 30 mg
leku. Niska dawka RTX moze jednak niecatkowicie wysyci¢ wszystkie epitopy CD20 na
komorkach. Z kolei dlugotrwata ekspozycja na RTX niesie ze soba ryzyko utraty epitopu
poprzez internalizacje lub trogocytoze, co czyni pozostate komdrki nowotworowe opornymi
na terapi¢ anty-CD20. W zwigzku z tym nalezy rozwazy¢ kompromis miedzy ryzykiem

niedostatecznej saturacji CD20 a ryzykiem IRRs i utraty epitopu w wyniku nadmiernego
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dawkowania.???

Obinutuzumab reprezentuje przeciwciata typu II, ktore s3 mniej podatne na
internalizacj¢ 1 r6znig si¢ od RTX mechanizmem efektorowym. Eliminacja komorek
docelowych nastepuje poprzez mechanizm posredniczony przez receptory Fc (FcR, receptor
fragmentu Fc immunoglobulin) lub bezposrednie indukowanie $§mierci komorki, a nie przez
system dopelniacza, mechanizm charakterystyczny dla przeciwciatl typu I. Liczba czasteczek
CD20 wymagana do skutecznej reakcji ADCC posredniczonej przez FcR jest istotnie nizsza
niz liczba potrzebna do cytotoksycznos$ci zaleznej od dopetniacza. Obinutuzumab, podobnie
jak inne przeciwciata przeciwnowotworowe, czesto wigze si¢ z IRRs, jednak wlasciwosci
przeciwcial typu II pozwalaja osiaggnag¢ kompromis miedzy skuteczno$cia a
bezpieczenstwem. Doswiadczenia z badania klinicznego z udziatem obinutuzumabu, w
ktorym IRRs byly gtéwna przyczyng przerwania terapii,”>* pozwolity opracowaé wytyczne
dotyczace minimalizacji ryzyka tych reakcji. Do najwazniejszych zalecen naleza (Tam i
wsp.,) 2¥: (i) podzial pierwszej dawki na 2 dni, 100 mg w dniu 0 oraz 900 mg w dniu 1.; (ii)
odpowiednie nawodnienie pacjenta oraz zatozenie drugiej kaniuli dozylnej; (iii)
premedykacja  pacjentow  metyloprednizolonem lub  deksametazonem, lekami
przeciwhistaminowymi i paracetamolem; (iv) w przypadku wystgpienia IRRs zmniejszenie
szybkosci infuzji.

U pacjentow z CLL 1 wysoka liczba limfocytow (>25xG/L) zaleca si¢ podanie
dozylnie prednizonu lub prednizolonu przed infuzjag RTX w celu zmniejszenia ryzyka ostrej
reakcji po podaniu leku oraz zespolu uwalniania cytokin (ang. cytokine release syndrome,
CRS).2*Y Dodatkowo, dane kliniczne potwierdzity, Ze obinutuzumab, humanizowane i
potencjalnie mniej immunogenne przeciwcialo, moze stanowi¢ alternatywe dla RTX w
przypadku wystapienia reakcji nadwrazliwosci 1 skutecznie zastgpowa¢ go w schematach
immunochemioterapeutycznych.>*®¢ W przypadku hipogammaglobulinemii zaleca sie
rozwazenie dozylnej terapii immunoglobulinowej (IVIG), aby ograniczy¢ ryzyko infekcji.?*’
Przeciwciata znakowane radioizotopami wigzg si¢ z dodatkowymi toksyczno$ciami
wynikajacymi z emisji promieniowania, w tym w perspektywie wieloletniej zwigkszonym
ryzykiem zespolu mielodysplastycznego (ang. myelodysplastic syndrome, MDS) oraz ostrej
biataczki szpikowej (AML). *® Ponadto stosowanie 13 11-Tositumomabu moze prowadzi¢
do niedoczynnosci tarczycy, dlatego rutynowo stosuje si¢ doustne formy jodku potasu w celu
zahamowania wychwytu jodu-131 przez gruczot tarczowy.?*’

Wilasciwe poznanie profilu bezpieczenstwa modelowego przeciwciala — RTX i jego

sukces w badanich klinicznych, a potem w codziennym stosowaniu, utorowaty droge do
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rozwoju kolejnych generacji mAb anty-CD20.

W ponizszej Tab. 4. zebrano syntetycznie informacje o stosowanych klinicznie mAb

anty-CD20, wraz z ich najwazniejszymi cechami.

Pocho Data Typowe
. | Charakterystyka zatwier | Wska | dawkiw
Nazwa Struktura dzeni . Domena Fc . .
e epitopu CD20 dzenia | zania | praktyce
* klinicznej
Rytuksy 18G1k chime | obszar niemodyfikow | 1997 CLL, 375 mg/m®
mab ryczne | A(170)NPS(173) na ana DLBC | nawlew
duzej petli L, FL
zewnatrzkomaorkowej
Ofatumu | 1gG1 ludzki | region niemodyfikow | 2009 CLL 300-2000
mab e FLKMESLNFIRAHT na ana mg na
duzej petli wlew
zewnatrzkomaorkowej
orazreszty A74T, |76A,
Y77S na matej petli
zewnatrzkomaorkowej
Obinutuz | gliko-modyfi | huma | reszty 172-176 na obnizona 2013 CLL, 100-1000
umab kowana nizow | duzejpetli fukozylacja r/rFL | mgna
1gG1k ane zewnatrzkomérkowej regionu Fc wlew
Ublituxim | gliko-modyfi | chime | reszty 168-171i158- obnizona nie CLL <150-900
ab kowana ryczne | 159 na duzej petli fukozylacja zatwier mg na
18G1k zewnatrzkomoérkowej regionu Fc dzono wlew
Ocaratuz | gliko-modyfi | huma | obszar obnizona nie r/rFL | 375 mg/m2
umab kowana nizow | A(170)NPS(173) na fukozylacja zatwier na wlew
1gG1 ane duzej petli regionu Fc; dzono
zewnatrzkomadrkowej; | inzynieria
zwiekszone biatka w celu
powinowactwo do poprawy
CD20 powinowactw
a u nosicieli
FcyRllla 158-F
90Y-lbrit | IgG1k mysie | obszar niemodyfikow | 2002 FL,r/r | 14,8
umomab | znakowana A(170)NPS(173) na ana NHL MBq/kg
Tiuxetan | 90-Ytr duzej petli sekwencja Fc,
zewnatrzkomérkowej koniugacja z
a0y
131I-Tosi | 1gG2aA mysie | obszar niemodyfikow | 2003 r/r 75 cGy
tumoma | sprzezonaz A(170)NPS(173) na ana (wycofa | NHL
b 131-jodem duzej petli sekwencja Fc, | no)
zewnatrzkomadrkowe;j koniugacja z
a0y
Tab. 4.

Klinicznie zatwierdzone 1 testowane przeciwciata monoklonalne anty-CD20 oraz ich

radioimmunokoniugaty
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Zrédto:** Opracowano na podstawie: Dabkowska A, Domka K, Firczuk M. Advancements
in cancer immunotherapies targeting CD20: from pioneering monoclonal antibodies to
chimeric antigen receptor-modified T cells. Front Immunol. 2024;15:1363102.
doi:10.3389/fimmu.2024.1363102

5.6. Nowe kierunku rozwoju przeciwcial terapeutycznych anty-CD20

Jednym z wspotczesnych kierunekow dalszego rozwoju przeciwciat terapeutycznych
anty-CD20 sa przeciwciata bispecyficzne (ang. bispecific antibodies, BsAbs). Potrzeba ich
stworzenia wynikta z nadal niezadowlajacych wynikow leczenia r/r nowotworoéw z komoérek
B.2*:242 W roku 2023 kilka konstruktéow BsAbs anty-CD20 uzyskalo juz rejestracje
kliniczna, a kolejne preparaty przedstawiaja obiecujaca skuteczno$¢ na etapie trwajacych
badan klinicznych?*?®. Bialka te, mogg jednocze$nie rozpoznawaé dwa rézne antygeny lub
dwa rézne epitopy tego samego antygenu, o ile znajduja si¢ w odpowiedniej konformacji
przestrzennej. Dzigki tej dualnej swoistosci BsAbs pelnig czgsto funkcje ,,mostu” migdzy
komoérkami efektorowymi uktadu odpornosciowego (np. limfocytami T) a komodrkami
nowotworowymi, ulatwiajac ich interakcj¢ 1 inicjowanie  cytotoksycznosci
przeciwnowotworowe;.

W ostatnich latach technologia ta rozwija si¢ niezwykle dynamicznie, prowadzac do
powstania licznych konstruktow BsAbs, obejmujacych zardwno platformy o architekturze
zblizonej do IgG, jak i formaty nie-IgG.?**?** BsAbs o budowie IgG-podobnej nasladuja
strukture immunoglobuliny G 1 zachowuja fragment Fc, co umozliwia aktywacje
mechanizmow efektorowych zaleznych od FcyR oraz dopetniacza, takich jak ADCC 1 CDC.
Obecnos¢ fragmentu Fc oraz masa czasteczkowa zblizona do konwencjonalnych
immunoglobulin (~150 kDa lub wigksza) warunkuja wysoka stabilno$¢ strukturalna,
korzystne wlasciwosci farmakokinetyczne oraz wydtuzony okres péttrwania w surowicy,
zwigzany m.in. z recyrkulacja zalezng od receptora FcRn (receptor noworodkowy dla
fragmentu Fc immunoglobulin). Wiasciwosci te umozliwiajag stosowanie elastycznych
schematow dawkowania, od podan cotygodniowych po rzadsze, zaréwno droga dozylna, jak
1 podskorng. W przeciwienstwie do nich, bispecyficzne konstrukty nie-IgG pozbawione
fragmentu Fc cechujg si¢ znacznie mniejszag masg czasteczkowa, krotszym okresem
pottrwania oraz brakiem klasycznych mechanizmow efektorowych zaleznych od Fc, a ich
aktywnos$¢ terapeutyczna wynika przede wszystkim z bezposredniego, jednoczesnego

wigzania antygenow docelowych.?*® Do tej kategorii nalezy blinatumomab, pierwsze
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klinicznie zarejestrowane przeciwciato bispecyficzne. Jest to konstrukcja typu T-cell
engager (CD3xCD19), zbudowana z dwdch fragmentéw scFv (ang. single-chain variable
fragment, jednotancuchowy fragment zmienny przeciwciata) potaczonych linkerem, co
przektada si¢ na bardzo krotki okres poéittrwania i konieczno$¢ podawania leku w postaci
ciggtej infuzji dozylnej.?*’ Sposrod wielu konstrukcji najbardziej intensywnie rozwijana
platforma pozostaje format anty-CD20xCD3, ktérego celem jest rekrutacja cytotoksycznych
limfocytow T. Szczegdlng uwage poswieca si¢ obecnie BsAbs o budowie IgG-podobnej
skierowanych przeciwko CD20, jako nowej opcji terapeutycznej u pacjentow z
nowotworami komorek B, ktorzy przeszli juz kilka linii terapii przeciwciatami
monoklonalnymi i leczenie komorkami CAR-T (ang. chimeric antigen receptor T cells,
limfocyty T z chimerycznym receptorem antygenowym) ukierunkowanymi na CD19.248:24

Profil bezpieczefnstwa przeciwciat bispecyficznych w badaniach klinicznych okazat
si¢ stosunkowo jednorodny, a wickszos¢ dziatan niepozadanych (ang. adverse events, AEs)
byla mozliwa do opanowania, rzadko prowadzac do istotnych powiktan, koniecznosci
przerwania lub zakonczenia terapii. W dwoch badaniach, w ktérych tacznie wzigto udziat
415 pacjentow, odnotowano tacznie pie¢ zgondOw uznanych za bezposrednio zwigzane z
toksycznoscia leku.>>*?°! Najczesciej obserwowane powiktania wynikaly z nadmierne;
aktywacji limfocytow T. Sposrdd nich najistotniejsze klinicznie byto wystgpowanie CRS
odnotowywanego u 15-80% pacjentow, w zaleznosci od rodzaju preparatu, drogi podania
oraz schematu dawkowania.>>? Klinicznie CRS manifestowat si¢ goraczka, dreszczami,
wysypka, hipotensja, hipoksja 1 zaburzeniami $wiadomosci, zwykle rozpoczynajac si¢ w
ciggu 12-36 godzin od podania BsAb 1 ustepujac w ciggu 36—72 godzin. Najwicksze
nasilenie 1 czgsto$¢ wystepowatly podczas pierwszego cyklu terapii, natomiast objawy
rzadko utrzymywaly si¢ po cyklu drugim, co wskazuje na warunkowa, zalezna od antygenu
aktywacje limfocytow T. Stopnie nasilenia CRS oceniano wedlug kryteriow opracowanych
pierwotnie dla terapii CAR-T.?*** Wiekszo$¢ przypadkow miata charakter tagodny lub
umiarkowany (stopien 1-2) 1 ustepowata samoistnie lub po zastosowaniu leczenia
wspomagajacego (nawodnienie, paracetamol, glikokortykosteroidy). Jedynie u niewielkiej
grupy pacjentoOw wystapily ci¢zsze objawy wymagajace podania tocilizumabu (przeciwciato
anty-1L-6) oraz, sporadycznie, hospitalizacji w oddziale intensywnej terapii z koniecznoscig
monitorowania 1 stosowania amin presyjnych. Rzadziej obserwowano toksyczno$¢
neurologiczng potencjalnie zwigzang z nadmierng aktywacja limfocytéw T. Obejmowata ona
m.in. delirium, zaburzenia mowy, drzenie, ospalo$¢, zaburzenia koncentracji, pobudzenie,

stany splatania, afazj¢, encefalopatie, drgawki oraz obrzgk moézgu. Terapie komorkowe
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oparte na limfocytach T, takie jak terapie CAR-T, oraz przeciwciala bispecyficzne w tym
konstrukty typu CD3 x CD20/CD19, wykazuja zblizony mechanizm aktywacji limfocytow
T, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do powstania podobnych dziatan niepozadanych. W
obu przypadkach dochodzi do $cistego kontaktu T-komorek z komoérkami docelowymi,
indukujac cytotoksycznos¢ i uwalnianie cytokin prozapalnych.

Dotychczas dziatania niepozadane po CAR-T byly dokladniej opisywane w
piSmiennictwie i lepiej poznane, dlatego tez w literaturze hematologiczno-onkologiczne;j
coraz czesciej pojawia si¢ zestawienie toksyczno$ci terapii CAR-T z bispecyficznymi
przeciwcialami. Jednym z najczesciej obserwowanych powiktan jest CRS, ktorego objawy
obejmuja goragczke, hipotensje, zaburzenia czynnos$ci narzadéw i uogdlnionag reakcje
zapalna. Ponadto zar6wno CAR-T, jak i BsAbs moga wywotywaé neurotoksyczno$¢
zwigzang z efektorowa aktywnoscig limfocytow T (ang. immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome, ICANS) objawiajaca si¢ m.in. zaburzeniami $wiadomosci,
zaburzeniami mowy 1 napadami drgawkowymi. Intensywno$¢ i czas trwania dziatan
niepozadanych ro6znig si¢ miedzy tymi strategiami — ekspansja adoptowanych limfocytow T
w terapii CAR-T jest zazwyczaj bardziej masywna i1 dtugotrwata, co skutkuje cigzszym
przebiegiem CRS i ICANS, podczas gdy w przypadku terapii bispecyficznych toksycznosé
jest zwykle tagodniejsza i krotkotrwata, zalezna od obecno$ci przeciwciala w krazeniu.
Stosowanie tych samych skal oceny toksyczno$ci, takich jak konsensus ASTCT (ang.
American Society for Transplantation and Cellular Therapy, Amerykanskie Towarzystwo ds.
Transplantacji 1 Terapii Komorkowej), pozwala na bezposrednie porownanie profilu
bezpieczenstwa obu terapii, co jest kluczowe w podejmowaniu decyzji terapeutycznych i
planowaniu strategii leczenia pacjentow z nowotworami limfoproliferacyjnymi. Komorki
CAR-T sa zdolne do penetracji ptynu moézgowo-rdzeniowego, powodujac wzrost stezen
bialka i cytokin, a takze potencjalnie oddziatujac na komorki okotonaczyniowe w mozgu
eksprymujace ich cel molekularny, CD19.%°°> Z kolei BsAbs o budowie IgG nie powinny
przekracza¢ bariery krew—mozg, a dane na temat obecno$ci aktywowanych limfocytow T 1
cytokin prozapalnych w ptynie mézgowo - rdzeniowym pacjentéw leczonych BsAbs sa
skape. Dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze neurotoksyczno$¢ w badaniach BsAbs jest
rzadka, zwykle tagodna i samoograniczajaca sie w ciagu kilku godzin?6-2%7

W celu ograniczenia toksycznosci zwigzanej z nadmierng aktywacja limfocytow T
opracowano kilka strategii profilaktycznych. Najczgsciej stosowang metoda jest tzw.
dawkowanie eskalacyjne (ang. step-up dosing), w ktorym pacjent otrzymuje poczatkowa,

niewielkg dawke primingowa, nastepnie dawke posrednig, a dopiero potem dawke petng. W
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modelach przedklinicznych wykazano, ze takie podej$cie zmniejsza szczytowy wyrzut

cytokin bez ostabienia aktywnosci przeciwnowotworowej.”>® W badaniach klinicznych

)259 )260

stosowano zaréwno szybkie (2-stopniowe)”” jak 1 wydluzone (4-stopniowe)™™" schematy
eskalacji dawki. Inne dziatania obejmowaly wolniejsze wlewy dozylne, profilaktyczne
podawanie kortykosteroidow w pierwszych tygodniach terapii, hospitalizacje w okresie
najwyzszego ryzyka CRS, a w badaniach glofitamabu — wstepne podanie pojedynczej dawki
obinutuzumabu, co zgodnie z danymi przedklinicznymi redukuje liczbe krazacych
limfocytow B 1 tym samym zmniejsza aktywacje limfocytow T, wyrzut cytokin oraz
aktywacje komorek $rodblonka.?®! Inne obserwacje sugerowaly, ze modyfikacja
powinowactwa do CD3 moze ogranicza¢ nasilenie CRS przy zachowaniu skuteczno$ci
BsAbs,?*? cho¢ mechanizm ten nie zostat dotad zweryfikowany klinicznie.

Poza zdarzeniami niepozadanymi zwigzanymi z aktywacja limfocytow T, toksyczno$¢
BsAbs obejmuje takze zaburzenia hematologiczne i metaboliczne, takie jak neutropenia,
hipofosfatemia, niedokrwisto$é, zmeczenie czy biegunka.?®»?%* Nalezy podkresli¢, Ze dane
dotyczace bezpieczenstwa dtugoterminowego nie sg jeszcze dostgpne, a potencjalne ryzyko
zwigzane z opdzniong regeneracja limfocytow B wymaga dalszych badan.

W ponizszej Tab. 5. zebrano syntetycznie informacje o stosowanych klinicznie BsAbs

typu CD3 x CD20 wraz z ich najwazniejszymi cechami.
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Domena Data Wsk | Typowe dawkiw .
Struktur . . . Badania
Nazwa wiazaca Domena Fc zatwierdz | azan | praktyce . .
a . . - . kliniczne
antygen enia ia klinicznej
Epcorita | petnowy | 1 Fab zniesione 2023 r/r 0,16-48 mgs.c.w | NCT0362
mab miarowa | anty-CD20, | wigzanie FcyRIi DLB | 28-dniowych 5037
1gG1 1Fab C1q; CL cyklach ze
anty-CD3 zachowane stopniowym
wigzanie z zwiekszaniem
FcRn dawki
Mosunet | petnowy | 1 Fab zniesione 2023 r/rFL | 1-60 mgi.v.w NCTO0250
uzumab miarowa | anty-CD20, | wigzanie FcyR; 21-dniowych 0407
1gG1 1Fab zachowane cyklach
anty-CD3 wigzanie z
FcRn
Glofitam | petnowy | 2 Fab zniesione 2023 r/r 2,5-30mgi.v.w NCT0307
ab miarowa | anty-CD20, | wigzanie FcyRIi DLB | 21-dniowych 5696
1gG1 1Fab C1q; CL cyklach ze
anty-CD3 zachowane stopniowym
wigzanie z zwiekszaniem
FcRn dawki i
pre-treatment
obinutuzumabem
Odronext | petnowy | 1 Fab zniesione w trakcie r/r 0,1-320 mgi.v. w NCT0229
amab miarowa | anty-CD20, | wigzanie oceny DLB | 21-dniowych 0951;
1gG4 1 Fab FcyRlli; CL, cyklach ze NCT0388
anty-CD3 zachowane r/r FL | stopniowym 8105
wigzanie z zwiekszaniem
FcRn dawki
Imvotam | IgM 10 Fab niemodyfikowa | nie r/r 15-300 mgi.v. w NCT0408
ab anty-CD20, | na zatwierdzo | DLB | 21-dniowych 2936
1 scFv no CL, cyklach ze
anty-CD3 r/r FL | stopniowym
zwiekszaniem
dawki
Plamota | IgG1 1 Fab zniesione nie r/r badanie eskalacji | NCT0292
mab anty-CD20, | wigzanie FcyR; | zatwierdzo | DLB | dawki 4402
1 scFv zachowane no CL,
anty-CD3 wigzanie z r/r FL
FcRn

Tab. 5. Klinicznie zatwierdzone i testowane przeciwciata bispecyficzne typu CD20xCD3

Zrédlo:**° Opracowano na podstawie: Dabkowska A, Domka K, Firczuk M. Advancements

in cancer immunotherapies targeting CD20: from pioneering monoclonal antibodies to

chimeric

antigen

receptor-modified T

doi:10.3389/fimmu.2024.1363102

cells.

Front

Immunol.

2024;15:1363102.
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CAR-T to limfocyty T modyfikowane genetycznie w taki sposob, aby
ekspresjonowaty syntetyczny receptor rozpoznajacy antygen nowotworowy niezaleznie od
MHC (ang. major histocompatibility complex, gltoéwny ukiad zgodnosci tkankowe;j).
Receptor CAR 1taczy zewnatrzkomorkowa domene pochodzaca z przeciwciala
monoklonalnego (scFv) z wewnatrzkomérkowa domeng aktywacyjng kompleksu CD3{ oraz
jedna lub wigcej domen kostymulacyjnych (np. CD28, 4-1BB). Dzigki temu CAR-T moga
swoiscie rozpoznawac i eliminowa¢ komorki nowotworowe. W ostatnich latach terapia
CAR-T zrewolucjonizowata leczenie wybranych nowotworéw hematologicznych,
prowadzac do uzyskania dlugotrwalych remisji u pacjentéw opornych na leczenie
standardowe.?®>?¢ CD20 jest aktualnie badany jako alternatywny cel dla terapii
komorkowych. Zarejestrowane dotad terapie CAR-T opieraja si¢ na autologicznych
komorkach pacjenta modyfikowanych genetycznie do eliminacji komdrek nowotworowych.
W praktyce klinicznej stosuje si¢ cztery produkty celowane w CD19, ktére sa przeznaczone
do leczenia pacjentéw z 1/r ostra bialaczka limfoblastyczng z komoérek B (ang. B-cell acute
lymphoblastic leukemia, B-ALL) oraz r/r NHL. Mimo wysokiej skuteczno$ci, nawrot
choroby wystepuje u okoto 60% chorych, gtownie w wyniku utraty ekspresji CD19. Dane
wstepne wskazuja, ze komorki CAR-T skierowane przeciwko CD20 moga by¢ skuteczne u
pacjentow z r/r NHL, takze w przypadku nawrotow CDI19-ujemnych po wczesniejszej
terapii CAR-T anty-CD19.2¢”

Klasyfikacja limfocytow CAR-T opiera si¢ przede wszystkim na budowie domeny
wewnatrzkomorkowej receptora oraz liczbie przekazywanych sygnatéw kostymulujacych,
co znajduje odzwierciedlenie w podziale na kolejne generacje.

Limfocyty CAR-T pierwszej generacji zawieraty wylacznie domene sygnatowa CD3(,
ktora stanowita element kompleksu receptora limfocytu T i byta odpowiedzialna za inicjacje
aktywacji limfocytu T. Pomimo wykazanej zdolno$ci do swoistego rozpoznawania komoérek
docelowych in vitro, konstrukty te charakteryzowaty si¢ ograniczong proliferacja, niskg
persystencja in vivo oraz niewystarczajacg aktywno$cig przeciwnowotworows, co
przypisuje si¢ brakowi wtornych sygnatow kostymulujacych niezbednych do pelnej
aktywacji funkcjonalnej limfocytow T.268

Limfocyty CAR-T drugiej generacji zostaly zaprojektowane poprzez wiaczenie
pojedynczej domeny kostymulujacej, najczgsciej pochodzacej z czasteczek CD28 lub 4-1BB
(CD137), zlokalizowanej w tandemie z domeng CD3(. Dodanie sygnalu kostymulujacego
skutkowalo istotng poprawa zdolnosci proliferacyjnych, zwigkszong sekrecja cytokin

efektorowych oraz wydtuzong przezywalnoscig limfocytow CAR-T po podaniu in vivo, co
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przetozylo si¢ na znaczacag poprawe skutecznosci klinicznej tej platformy terapeutycznej w
leczeniu nowotworéw hematologicznych, w szczeg6lnosci chtoniakdw i ostrych biataczek
limfoblastycznych z linii B.2¢%270

Konstrukty trzeciej generacji CAR-T zawieraja dwie domeny kostymulujace,
najczesciej CD28 w polaczeniu z 4-1BB lub OX40 (CD134), co ma na celu synergistyczne
wzmocnienie sygnalizacji aktywacyjnej oraz dalsze zwigkszenie proliferacji i persystencji
komorek efektorowych. Nasilenie aktywnosci efektorowej moze potencjalnie wigzac si¢ ze
zwiekszonym ryzykiem toksyczno$ci immunologicznej, w tym CRS oraz ICANS.?"!

Badania fazy pierwszej i drugiej z zastosowaniem konstrukcji drugiej i trzeciej
generacji potwierdzily, ze autologiczne CAR-T anty-CD20 s3 wykonalne i skuteczne u
pacjentow z r/r CD20+ NHL. Szczegolnie istotne jest to, ze terapia ta dziata rowniez u osob,
ktore nie uzyskaly odpowiedzi na chemioterapie, w tym szerokostosowang w pierwszej linii
R-CHOP, oraz u pacjentéw z obnizong ekspresja CD20. Sugeruje to, ze komorki CAR-T
celujace w CD20 moga by¢ opcja terapeutyczng u chorych, ktorzy stali si¢ oporni na
przeciwciata monoklonalne anty-CD20%7%273,

Ze wzgledu na ryzyko ucieczki antygenowej, CD20 jest wlaczane do strategii
obejmujacych jednoczesnie kilka antygenow — tzw. wielocelowych. Obejmujg one m.in.
tandemowe lub bispecyficzne konstrukty CAR, podawanie sekwencyjne CAR-T anty-CD19
1 anty-CD20 lub jednoczesng infuzje obu rodzajéw komodrek. Dobrym przykladem sg
komorki TanCAR7 (limfocyty T zmodyfikowane genetycznie do ekspresji tandemu
receptorow CAR), w ktorych w jednym tancuchu potaczono domeny rozpoznajace CD19 1
CD20. Zastosowanie tych komorek u chorych na r/r NHL prowadzito do uzyskania
dhlugotrwatych remisji, przy czym dominujagcym powiktaniem byt CRS, gtéwnie o nizszym
stopniu nasilenia.>’*?’* W innym badaniu pierwszej fazy, w ktérym zastosowano
bispecyficzne komorki CAR-T anty-CD19/CD20 odnotowano wysoki odsetek odpowiedzi
[ORR (ang. overall response rate, catkowity odsetek odpowiedzi na leczenie) 90%, CR (ang.
complete response, odpowiedz catkowita) 70%] przy korzystnym profilu bezpieczenstwa.?”’

Rownolegle prowadzone sg badania nad strategia sekwencyjnego podawania CAR-T
anty-CD20 po CAR-T anty-CD19, jak rowniez nad jednoczesng infuzjg obu populacji.
Wyniki badania drugiej fazy z zastosowaniem kombinacji CAR-T anty-CD19 1 anty-CD20
w r/r DLBCL wykazaly jednak ograniczony czas trwania remisji.”’® Najnowsze podejscia
obejmuja konstrukty trojcelowe rozpoznajace CD19, CD20 i CD22, ktére w badaniach
przedklinicznych byly skuteczne réwniez wobec komorek pozbawionych CD19. Strategia

ta jest obecnie oceniana w badaniu klinicznym (NCTO05418088), stanowigc potencjalne
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rozwigzanie dla pacjentéw z nawrotem CD19-ujemnym.?” Pierwsze do$wiadczenia z
terapiami CAR-T identyfikuja zmiany genetyczne w obrebie szlakow sygnalowych jako
gltowny mechanizm opornos$ci na terapie ukierunkowane na CD20, zwtaszcza w kontekscie
aktywacji limfocytow T, ktora odgrywa kluczowg role w skutecznosci BsAbs oraz terapii
komoérkami CAR-T. Dodatkowo mikrosrodowisko guza moze odgrywaa rol¢ w rozwoju
oporno$ci poprzez wytwarzanie srodowiska immunosupresyjnego. Komorki nowotworowe
oraz immunosupresyjne populacje obecne w mikrosrodowisku guza, takie jak komorki
supresorowe pochodzenia mieloidalnego, makrofagi zwigzane z guzem czy Treg, moga
wydziela¢ cytokiny o dziataniu hamujacym, ktore thumig aktywno$¢ komorek efektorowych
(limfocytow T, komorek NK, fagocytow), a tym samym ograniczaja skuteczno$é
immunoterapii.?80-2%

W ponizszej Tab. 6. zebrano syntetycznie informacje o terapiach CAR-T
ukierunkowanych na CD20 w trakcie badan klinicznych wraz z ich najwazniejszymi

cechami.
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Nazwa Komorki Struktura Wskazania Faza Identyfikator
efektorowe badani | badania
a klinicznego
kliniczn
ego
CD20 CAR-T | autologiczne | CD20 scFvz domenami nawrotowy/ | fazal NCT04036019
limfocyty T CD8a H/TM, 4-1BB, CD3C | oporny (r/r)
NHL
CD19/CD20 | autologiczne | CD20iCD19 scFvz r/r faza l/ll | NCT03097770
CAR-T limfocyty T domenami CD8a H/TM, nowotwory z
4-1BB, CD3C komoérek B
CD20/CD22 | allogeniczne | CD20iCD22 scFvz r/r NHL fazal/ll | NCT05607420
CAR-T limfocyty T domenami CD8a H/TM,
4-1BB, CD3C
CD19/CD20/ | autologiczne | CD19, CD20iCD22 scFv | r/r NHL fazal NCT05418088
CD22 CAR-T | limfocyty T zdomenami CD8a H/TM,
4-1BB, CD3C
Tab. 6.

Terapie CAR-T ukierunkowane na CD20 w trakcie badan klinicznych

Zrédlo:*>' Opracowano na podstawie: Dabkowska A, Domka K, Firczuk M. Advancements

in cancer immunotherapies targeting CD20: from pioneering monoclonal antibodies to

2024;15:1363102.

chimeric antigen

receptor-modified T

cells.

doi:10.3389/fimmu.2024.1363102

Front

Immunol.
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5.7. Bialko C2 w ukladzie dopelniacza

Biatko C2 uktadu dopetniacza (C2) jest glikoproteing o masie okoto 100 kDa,
petiacg kluczowa role w CP 1 LP. W tych szlakach C2 taczy si¢ z C4b, tworzac konwertaze
C3 (C4b2a), ktora katalizuje proteolityczne rozszczepienie C3 do C3a i C3b. Nastepnie
uczestniczy w tworzeniu konwertazy C5 (C4b2a3b), prowadzacej do aktywacji MAC.
Dzigki temu C2 uczestniczy w tworzeniu konwertazy C3 (C4b2a), ktéra inicjuje kaskade
reakcji prowadzacych do opsonizacji, rekrutacji komorek efektorowych oraz lizy komorek
patogennych lub nieprawidlowych. C2 zawiera domeng¢ proteazy serynowej, co
odzwierciedla jego przynalezno$¢ do rodziny modularnych biatek proteazowych uktadu
dopetiacza. Ewolucyjnie biatko C2 jest szeroko zachowane u kregowcow, przy czym
sekwencje domen odpowiedzialnych za aktywno$¢ enzymatyczng i wiazanie C4b sa
najbardziej konserwatywne, co podkresla fundamentalne znaczenie tych regionéw dla
prawidlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Analizy filogenetyczne wskazuja
ponadto, ze C2 1 FB wyewoluowaly z wspdlnego genu przodka, przy czym C2
wyspecjalizowato si¢ w CP 1 LP, a FB w AP. Mutacje w genie C2 u ludzi prowadza do
dziedzicznych niedoborow dopelniacza, objawiajacych si¢ zwigkszong podatno$cig na
infekcje bakteryjne oraz zaburzeniami autoimmunologicznymi, co dodatkowo podkresla
jego kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy odporno$ciowej.84-2%

W strukturze C2 mozna wyr6zni¢ trzy fragmenty: N-koncowy, zawierajacy trzy
domeny SCR, zwane takze CCP (ang. complement control protein, modul kontrolujacy
dopehiacz); srodkowego, stanowigcego domeng typu A czynnika von Willebranda (ang. von
Willebrand factor A, vVWFA) z miejscem adhezji zaleznym od wigzania jonow metali (ang.
metal ion-dependent adhesion site, MIDAS)?”; oraz C-koncowego, ktory jest proteazg
serynowa (ang. serine protease, SP) podobna do chymotrypsyny, wykazujaca specyficznos¢
trypsynopodobng.”®® Budowe biatka C2 przedstawia Rye. 1.
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Centrum
aktywne

CCP1 ‘ MIDAS

Ryec. 1.
Model struktury biatka C2 w formie diagramu wstggowego

[przedstawiono: N-koncowe domeny CCP1 (czerwona), CCP2 (ztota), CCP3 (z6tta),
tacznik CCP3—vWFA (niebieski), domeng vVWFA (niebieskozielona), domeng SP
(fioletowa), MIDAS (krotka strzatka) oraz centrum aktywne SP (dtuga strzatka)]

Zrédio: Opracowano na podstawie: Krishnan V, Xu Y, Macon K, Volanakis JE, Narayana
SV. The structure of C2b, a fragment of complement component C2 produced during C3
convertase formation. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2009;65(Pt 3):266-274.
doi:10.1107/S0907444909000389
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C2 wiaze si¢ z powierzchnig zawierajgcg aktywowane C4b w obecnosci jonow Mg?”,
tworzac kompleks C4bC2, ktéry nastepnie jest ciety przez aktywowany enzym Cls w CP
lub przez proteazg serynowa zwigzang z lektyna wigzaca mannoz¢ (MASP2) w LP. Cigcie
C2 przez Cls lub MASP2 prowadzi do powstania dwoch fragmentéw: wigkszego fragmentu
C2a (70 kDa), ktory pozostaje zwigzany z C4b 1 tworzy konwertaze C3 (C4bC2a), oraz
mniejszego fragmentu C2b (30 kDa), ktory uwalnia sie do fazy ptynnej?****°. C2a zawiera
domeny vWFA 1 SP, natomiast C2b sklada si¢ z domen CCPI1-3. Strukturalnie i
funkcjonalnie C2 przypomina FB alternatywnej drogi dopetniacza, ktory dostarcza
podjednostke katalityczng konwertazie C3bBb.

Domeny CCP s3 powszechnymi strukturami wystepujacymi w receptorach,
enzymach i biatkach regulacyjnych uktadu dopetniacza. Kazdy z tych modutéw sktada si¢ z
okoto 60 reszt aminokwasowych przyjmujacych struktur¢ B-harmonijki z czterema
mostkami disiarczkowymi (Cys1-Cys3 oraz Cys2-Cys4).>*12%* Poszczegolne domeny sa
polaczone krotkimi, stabo konserwowanymi filogenetycznie linkerami, a ich wzajemna
orientacja moze si¢ r6zni¢ pomigdzy kolejnymi parami domen. Pomimo tej elastycznos$ci
biatko zazwyczaj przyjmuje wydluzong konformacje liniowa, opisywang jako struktura typu
,»sznur peret”.??>2% Wykazano, ze kluczowa role w formowaniu konwertazy C3 odgrywa
konserwowane miejsce wigzania C4b zlokalizowane w N-koncowym regionie fragmentu
C2b, ktore inicjuje 1 stabilizuje kompleks C4b—C2. Dodatkowo miejsce MIDAS w domenie
vWFA fragmentu C2a uczestniczy w wigzaniu jonu Mg*>" 1 wzmacnia wigzanie z C4b,
warunkujgc stabilno$¢ i aktywno$¢ katalityczng konwertazy C3 CP i LP.2%

Miejsce wigzania w C2b jest niezalezne od obecnosci Mg?* wolno i stabilnie wchodzi
w interakcje. Natomiast wigzanie przez MIDAS w C2a wymaga Mg**, przebiega szybko, ale
jest mniej stabilne.?’

Cytowane powyzej badania Krishnan i wsp. przedstawiajg strukture krystaliczng
C2b z rozdzielczoscig 1,8 A wraz z sugestiami dotyczagcymi zmian konformacyjnych, jakie
moga zachodzi¢ podczas formowania kompleksu C4bC2a. Dzigki analizom
krystalograficznym poznano doktadng strukture C2a oraz fragmentow Ba 1 Bb czynnika B,

co umozliwilo odwzorowanie zmian konformacyjnych podczas tworzenia konwertaz C3.2%
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5.7.1. Warianty GoF bialka C2

Wprowadzenie do zagadnienia wariantow GoF biatka C2 ma kluczowe znaczenie
dla wyjasnienia celéw niniejszej pracy doktorskiej 1 ich realizacji.

Punktem wyj$cia w badaniach naukowych w tym zakresie byly prace nad genami
kodujacymi biatka C2 oraz FB.?>2% Kolejne prace udowadniaty znaczng homologie C2 i
FB. Cechuje je wysoki stopien podobienstwa sekwencji aminokwasowej 1 niemal identyczna
organizacja strukturalna.’® Analogia w budowie ma odzwierciedlenie w pehieniu
analogicznych rél w swoich szlakach, gdzie dzialajg jako sktadniki enzymatyczne konwertaz
zapewniajace aktywno$¢ proteazy serynowej. Wsrdd pacjentow z rzadkimi chorobami nerek
zidentyfikowano kilka mutacji zmiany sensu zmieniajacych sekwencje¢ aminokwasow w FB
(np. p. D279G, p. M458]), ktére prowadza do fenotypu GoF.**!%2 Pidmiennictwo opisuje
takZze mutacje zaprojektowane in silico’”. Bazujac na powyzszych badaniach, w pracy
naukowej In Silico Designed Gain-of-Function Variants of Complement C2 Support
Cytocidal Activity of Anticancer Monoclonal Antibodies,*** ktorej jestem wspotautorem,
dokonano transpozycji niektorych z tych mutacji genu kodujacego FB na odpowiadajace im
podstawienia w biatku C2 (Rye. 2. i Rye. 3.). Nastepnie, aby uzyska¢ warianty C2
zapewniajace kilka niezaleznych sposobow wzmocnienia konwertazy klasycznej, potaczono
te mutacje w jeden konstrukt. Celem naszej pracy bylo dostarczenie dowoddéw na to, zZe
zaprojektowane in silico, domniemane mutacje GoF w bialkku C2 poprawiaja
cytotoksyczno$¢ zalezng od uktadu dopetniacza przeciwciat monoklonalnych stosowanych

W terapii przeciwnowotworowej.
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D279G F286L K323E/Q K350N  Y363A  m4ssl

Czynnik B W

1 ———CGP1 (35-100) CCP2 {101-160) CCP3 (163-220)

C2

1—— CCP1{22-86) CCP2 (37-146) GCP3 (149-206)— von Willebrand factor A domain (254-452) —— setine protease domain (464-744)

Ba (25-259) Bb (260-764)

Q263G YITA Ta42Q

C261A \|

C2h (21-243) C2a (244-752)

Ryec. 2.

Homologia biatek: czynnika B 1 C2

Schemat przedstawia rozmieszczenie domen w strukturze pierwotnej paralogow: FB
(gorny wykres) oraz C2 (dolny wykres). Czarne strzatki oznaczaja miejsca cigcia w
czasteczkach FB 1 C2. Zaznaczone zostaly mutacje gain-of-function w FB potwierdzone
badaniami funkcjonalnymi, a mutacje wytypowane do translacji na odpowiadajace
podstawienia w C2 oznaczono czerwong czcionk3. Mutacja C261A, oznaczona czarng
czcionka, ktora nie byta zglaszana w przypadku FB, lecz jest uznawana za poprawiajaca

wewnetrzng stabilno$¢ klasycznej konwertazy, zostata rowniez uwzgledniona.>%

Zrédto: Urban A, Majeranowski A, Stasitoj¢ G, et al. In Silico Designed Gain-of-Function
Variants of Complement C2 Support Cytocidal Activity of Anticancer Monoclonal
Antibodies. Cancers  (Basel).  2022;14(5):1270.  Published 2022  Mar 1.
doi:10.3390/cancers14051270
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IILLTDGKSNMGGSPKTAVDHIREILNINQKRN----DYLDIYAIGVGKLDVDWRELNEL
ITL+TDG NMGG P T +D IR++L I + R DYLD+Y GVG L V+ +N L
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SKKD E+H F ++D + L VF M+D S+ + ++CG+ +D + PW
ASKKDNEQHVFKVKDMENLEDVFYQMIDESQ-SLSLCGMVWEHRKGTDYHKQPWQAKISV

Ryc. 3.

Dopasowanie sekwencji aminokwasowych domen A czynnika von Willebranda biatka C2

(gorna cze$€) 1 czynnika B (dolna czg$¢)

Zrédlo: Urban A, Majeranowski A, Stasitojé¢ G, et al. In Silico Designed Gain-of-Function

Variants of Complement C2 Support Cytocidal Activity of Anticancer Monoclonal
Antibodies. Cancers  (Basel).  2022;14(5):1270.  Published 2022  Mar 1.
doi:10.3390/cancers14051270

Legenda:

' Czerwone oznaczenia na sekwencji to miejsca udanej transpozycji mutacji w genie CFB do

genu C2, w wyniku ktorych uzyskano warianty GoF biatka C2.

' Niebieskie oznaczenia na sekwencji to miejsca w czynniku B, dla ktorych takiej

transpozycji nie udato si¢ uzyskac.
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Uzywajac tego samego kodu koloréw co na Rye. 2., Ryc. 3. przedstawia aminokwasy,
ktorych podstawienie prowadzi do uzyskania fenotypu GoF w FB. Trzy z tych podstawien
w pozycjach oznaczonych czerwonymi ramkami zostaty przetransponowane z FB do C2.
Wspdlna litera aminokwasu w $rodkowej linii wskazuje identyczno$¢ aminokwasow, a
symbol ,+” oznacza podobienstwo wynikajace z wlasciwosci fizykochemicznych.
Oryginalna mutacja GoF w FB w pozycji 279 zmienia kwasowy aminokwas z tancuchem
bocznym (Asp) na glicyne (Gly). W zwigzku z tym, odpowiadajaca reszta Gln w C2 zostala
rowniez zamieniona na Gly. Pomimo identyczno$ci aminokwasow w pozycji 286 (FB),
wariant GoF z Leu zamiast Phe okazal si¢ niemozliwy do ekspresji w naszym systemie
eukariotycznym. Podobny problem wykazano juz wcze$niej w wykonywanych i

opublikowanych do$wiadczeniach.?%

W sekwencji C2 nie znaleziono aminokwasu
funkcjonalnie odpowiadajacego Lys w pozycji 323 w FB. Wyprodukowano wariant C2
p-S307E (poniewaz substytucja K->E w FB prowadzi do wariantu GoF, jednak nie wykazat
on fenotypu GoF. Region pozycji 350 w FB réznit si¢ od C2, dlatego zrezygnowano z
konstrukeji homologicznego wariantu C2. Z kolei substytucja Tyr na Ala w pozycji 363 w
FB, prowadzaca do fenotypu GoF, mogla zosta¢ odtworzona w C2 z uwagi na znaczne
podobienstwo klastra aminokwaséw. Region wokot reszty 458 w FB jest zachowany w C2,
jednak reszta 442 (hydrofobowa Met w FB, polarna Thr w C2) i pierwotnie zglaszany
fenotyp GoF w FB obejmowat substytucj¢ jednego hydrofobowego aminokwasu na inny
hydrofobowy aminokwas (Ile). W zwigzku z tym zbadano konstrukt C2 z substytucja
polarnej reszty (Thr) na aminokwas tej samej kategorii, lecz o innej geometrii tancucha
bocznego (Gln), co skutkowalo uzyskaniem hiperaktywnego wariantu C2.

Nadaktywne konwertazy AP moga by¢ potencjalnie chorobotwdrcze, poniewaz AP
spontanicznie deponuje C3b na komorkach i tkankach gospodarza. Pacjenci z mutacjami
GoF w sktadnikach konwertazy AP rozwijaja choroby nerek w mtodym wieku znacznie
czedciej, niz wynika to z ryzyka populacyjnego.’’’ Zidentyfikowano takze pacjentow z
naturalnymi mutacjami GoF w genie C2. U pacjentow tych rozwijaty si¢ glomerulopatie 1
mikroangiopatie zakrzepowe w wieku powyzej 50 lat, bez historii innych choréb, mimo
obecno$ci autoprzeciwcial przeciwjadrowych i1 haplotypéow ryzyka w innych genach
dopehiacza (MCP, CFH).>® Sugeruje to, ze obecno$¢ nadaktywnych konwertaz CP nie
prowadzi automatycznie do uszkodzen narzadow 1 tkanek, a rozwdj specyficznej patologii
wymaga dziesigcioleci cigglej obecnosci wariantu C2 GoF.

Dzigki skonstruowanemu wariatowi zawierajagcemu skumulowane mutacje GoF w

genie kodujacym biatko C2, mozliwe bylo zaplanowanie dalszych badan naukowych,
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ktoérym poswigcony jest ten doktorat, i ktore zostaly opisane w czg$ci badawczej niniejszej
monografii. W szczeg6lno$ci przedmiotem moich doswiadczen bylo zastosowanie wariatow
GoF bialka C2 w polaczeniu z przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD20 i1 ocena
modulacji  mechanizméw  efektorowych  oraz  skutecznosci  ich  dziatania

przeciwnowotworowego.
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6. Czes¢ badawcza 1

Pierwszym celem pracy bylo okreslenie optymalnej metody oceny aktywnosci CDC
indukowanej przez przeciwcialz anty-CD20. Obszerne fragmenty tej czesci badawczej
zostaty opublikowane w pracy oryginalnej Selection of laboratory assays for reliable
assessment of complement-dependent cytotoxicity: impact of assay choice on CDC

quantification.>”

6.1. Omowienie celu I

Niezaleznie od szlaku aktywacji i bodzca inicjujacego, koncowym rezultatem
funkcjonowania kaskady dopeiniacza jest powstanie MAC na powierzchni komorki
docelowej. MAC, zlozony z fragmentu C5b potaczonego kolejno z C6, C7, C8 oraz wieloma
czasteczkami C9, tworzy funkcjonalny por prowadzacy do osmotycznej lizy komorki. Ten
mechanizm CDC jest uchwytny eksperymentalnie 1 stanowi kluczowy parametr przy
analizie in vitro skuteczno$ci lekéw dziatajagcych poprzez aktywacje dopeiacza®!'®3!l,
ocenie aktywnosci przeciwcial anty-HLA (ang. anti-human leukocyte antigen, przeciwciata

skierowane przeciwko ludzkim antygenom leukocytarnym) u biorcow przeszczepow,!213

a takze w diagnostycznej ocenie funkcji dopeliacza w surowicy pacjentow 31,

Dotychczas opisano wiele protokotow oznaczania CDC. Wykorzystuja one rézne
strategie detekcji. Czg$¢ z nich pokrywa si¢ z metodami stosowanymi w klasycznych testach
cytotoksycznosci, jednak w przypadku kaskady dopetiacza kluczowym problemem jest jej
szybka kinetyka. Cook i wsp.>!> wykazali, Ze w modelu chloniaka z komoérek B pelng lize
komorek mozna uzyska¢ w warunkach wysokiego stezenia surowicy (25-50%) w czasie
zaledwie 60-90 s, zaleznie od zdolnosci przeciwciata do aktywacji dopetniacza. Wyniki prac
badawczych Blom i wsp.>'® wskazuja, ze w modelu erytrocytéw owczych optaszczonych
przeciwcialami 1 eksponowanych na niskie stezenia surowicy (0,25-1%) aktywnos¢
konwertaz, kluczowych kompleksow enzymatycznych wzmacniajacych kaskadg 1
bezposrednio prowadzacych do powstania MAC, pojawia si¢ juz po 15-30 s, osigga
maksimum w ciggu kolejnych 1-5 min i ulega wygaszeniu po 20-30 min, zaleznie od
dostepnosci dopetniacza (wyzsze stgzenia skracaja czas do osiggniecia szczytu). W pracach

Okroja i wsp. 12317

na modelu komorek chtoniaka Ramos (bardziej opornych na dziatanie
dopeliacza niz erytrocyty) optaszczonych przeciwcialem anty-CD20 i inkubowanych w
10% surowicy, aktywno$¢ konwertaz jest wykrywalna po ok. 30 s, nastepnie utrzymuje si¢

przez kilka minut, po czym wraca do wyjsciowych wartosci po okoto 20 min. Wobec
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powyzszego, wiarygodne oznaczanie CDC wymaga starannie dobranego okna czasowego.
Wydhuzona inkubacja komorek z aktywnym dopetniaczem prowadzi bowiem do zjawisk
wtornych zwigzanych z sublitycznym stezeniem MAC. Obejmujg one gwattowny naptyw
jonéw Ca?**, uszkodzenie mitochondriéw, aktywacj¢ inflamasomu, uwolnienie cytochromu
c i aktywacje kaspaz, co ostatecznie inicjuje programowang $mieré komorki.*'® Co wiece;j,
niektore terapeutyczne przeciwciata stosowane rutynowo w testach CDC mogg niezaleznie
wywolywaé apoptoze w ciagu kilkudziesieciu minut.’!® Dlatego, jesli celem jest ocena
wytacznie efektu CDC, konieczne jest albo skrocenie czasu inkubacji adekwatnie do
dostepnej puli dopetniacza, albo uzycie metody zapewniajacej szybki, jednoczesny odczyt
duzej liczby probek, co minimalizuje artefakty wynikajace z uptywu czasu podczas analizy
oraz roznego czasu analizy poszczegdlnych probek. W testach oznaczajacych CDC
dominujg trzy strategie: testy przenikania barwnika do komorek permeabilizowamych przez
MAC, testy oparte na aktywno$ci metabolicznej komorek, oraz testy uwalniania barwnika.
Najczesciej stosowanym testem opartym na przenikaniu barwnika jest metoda z jodkiem
propidyny (PI), zwykle taczona z barwieniem aneksyna V umozliwiajaca rozpoznanie
wczesnej apoptozy. Komorki uszkodzone przez MAC przepuszczaja P, ktory wigze DNA 1
po wzbudzeniu swiattem emituje fluorescencj¢. Cytometria przeptywowa pozwala ustawié
bramki selekcjonujace obiekty o odpowiedniej wielkosci i ziarnisto$ci, co stanowi przewage
nad prostg fluorescencja odczytywang spektrofotometrycznie, ktora nie rozréznia komorek
od fragmentéw komorkowych 1 moze zawyzac¢ sygnal, rejestrujac wigcej zdarzen niz liczba
zywych komorek wyjsciowych. Komorki catkowicie zniszczone przez dopelniacz nie sa
wykrywane w odczycie cytometrycznym, co obok niesynchronicznego odczytu, stanowi
istotne ograniczenie tej metody.

Testy metaboliczne byty historycznie zdominowane przez test
metylotiazolylotetrazoliowy (MTT) i jego kolejne warianty, np. XTT (2,3-bis(2-metoksy-4-
nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolium-5-karboksanilid, sol tetrazoliowa), jednak reakcja ta
jest podatna na interferencje albuminy ludzkiej bedacej sktadnikiem surowicy, a sama
procedura wymaga czasochtonnego rozpuszczania krysztaldow formazanu, ktore dodatkowo
wykazuja toksycznos¢ wobec komorek.>?° Z tego wzgledu, jako test bazujacy na aktywnosci
metabolicznej komorek wytypowano test PrestoBlue HS®, oparty na redukcji rezazuryny
przez enzymy mitochondrialne, wytwarzajacy nietoksyczne produkty i1 pozwalajacy na
szybki odczyt w czasie ok. 10 min**!. Z grupy testow opartych na uwalnianiu barwnika
wybrano metode z kalceing-AM. Zywe komorki aktywnie pobieraja kalceine-AM i

przetwarzaja ja w cytoplazmie do fluorescencyjnej formy, ktora uwalnia si¢ do supernatantu
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w wyniku powstania MAC, co mozna precyzyjnie mierzy¢.>*? Skuteczno$é poszczegdlnych
metod oceniano na liniach Raji i Ramos, reprezentujacych komorki chtoniaka ludzkiego o
roznej wrazliwoéci na przeciwciala anty-CD20°'7. Dodatkowa walidacja metody
cytometrycznej polegata na na zliczaniu komodrek we wszystkich bramkach
cytometrycznych. W wyniku prowadzonych do$wiadczen wytoniono najdoktadniejsza
metode, ktdrag nastgpnie zastosowano do oceny wariantu gain-of-function biatka C2 jako
potencjalnego wzmacniacza dziatania terapeutycznych przeciwciat anty-CD20 stosowanych

u chorych na chtoniaki z komérek B: RTX 1 obinutuzumabu, w kolejnej czesci badawcze;.

6.2. Metodologia czesci badawczej 1
6.2.1. Linie komorkowe

Linie komorkowe Raji 1 Ramos pochodza z ludzkich chloniakow Burkitta 1 naleza do
najlepiej scharakteryzowanych oraz najczesciej wykorzystywanych modeli nowotworowych
limfocytow B w badaniach immunologicznych i onkologicznych.*?-2*  Linia Raji,
wyprowadzona w 1963 roku od 11-letniego pacjenta z chtoniakiem Burkitta, byta pierwsza
ustabilizowang ludzka linia komoérkowa pochodzenia hematopoetycznego i odegrata
fundamentalng rol¢ w badaniach nad biologig limfocytow B oraz transformacja EBV-

24325 Linia Ramos zostata

zalezng (ang. Epstein—Barr virus, wirus Epsteina—Barr
wyizolowana w 1974 roku od 6-letniego chtopca z chtoniakiem Burkitta, jest EBV-ujemna
linia komorek B 1 stanowi klasyczny model do badan sygnalizacji receptora B-
komorkowego, ekspresji IgM oraz odpowiedzi komérkowej na immunoterapie.*?®32” Obie
linie wykazuja stabilng ekspresj¢ antygenu CD20 oraz immunofenotyp dojrzatych
nowotworowych limfocytow B, obejmujacy obecnos¢ markerow CDI19 1 CD22. Linia
Ramos eksprymuje gtownie powierzchniowg IgM z tancuchami lekkimi typu «, natomiast
linia Raji wykazuje ekspresj¢ IgM 1 IgD z tancuchami lekkimi k 1 A. W szczegdlnosci
komorki Ramos charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja IgM oraz funkcjonalnie aktywnym
kompleksem BCR, co czyni je klasycznym modelem do analiz sygnalizacji zaleznej od
CD79A/CD79B, kinaz Src oraz osi PI3K-AKT (kinazy 3-fosfatydyloinozytolu - kinazy
biatkowej B). Linia Raji, dzigki obecno$ci latentnego genomu EBV, wykazuje
konstytutywng aktywacj¢ elementow szlaku NF-kB oraz modulacj¢ odpowiedzi
komorkowej na bodzce immunologiczne, obejmujacg zwigkszong proliferacjg, opornos¢ na
apoptoze indukowang receptorami $§mierci, wytwarzanie cytokin prozapalnych (IL-6, IL-10)

oraz zmiang ekspresji ligandéw kostymulacyjnych, co wptywa na interakcje z komorkami T
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i NK.3® Na poziomie regulacji ukladu dopeliacza komorki Raji i Ramos wykazuja
ekspresje blonowych inhibitorow dopetniacza, w szczegdlnosci CD55 1 CD59, przy czym
poziom ich ekspresji jest zrdéznicowany 1 funkcjonalnie istotny dla podatno$ci na

dopehiaczowo-zalezna cytotoksycznos$é®?’.

Wykazano, ze roéznice w ekspresji tych
regulatorow przektadaja si¢ bezposrednio na odmienng skuteczno$é¢ lizy komorek
indukowanej przez przeciwciata anty-CD20.>!7 Ponadto zwigzanie CD20 moze w obu
liniach inicjowa¢ mechanizmy $mierci komorkowej niezalezne od kaspaz, obejmujace
zaburzenia potencjatu mitochondrialnego, generacje reaktywnych form tlenu oraz zmiany
metaboliczne, ktére moga wspdtistnie¢ z CDC lub ujawnia¢ si¢ w warunkach ograniczonej
aktywnosci dopetiacza.32°

Podsumowujac, potaczenie wysokiej 1 stabilnej ekspresji CD20, zachowanej
sygnalizacji B-komoérkowej oraz zréznicowanej regulacji mechanizméw ochronnych przed
dopetiaczem sprawia, ze linie Raji i Ramos stanowig komplementarne i powszechnie
akceptowane modele do badan mechanizméw dzialania przeciwciat terapeutycznych anty-
CD20, w tym CDC oraz bezpos$redniej indukcji $mierci komorkowej. Opisywanie linie
postuzyty takze do badan na potrzeby niniejszego doktoratu.

Linie Ramos 1 Raji zostaly zakupione w American Type Culture Collection (ATCC).
Komorki hodowano w pozywce RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium) z dodatkiem L-glutaminy (HyCult, Holandia), oraz w 10% surowicy ptodowej
bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS) (ATCC), w temperaturze 37 stopni Celsjusza 1
atmosferze z 5% stezeniem dwutlenku wegla (CO:) oraz kontrolowang wilgotnos$cig
powietrza w celu zapobiegania odparowaniu pozywki. Komorki wykorzystywano w

eksperymentach do dziesiagtego pasazu, przy zachowaniu >95% zywotno$ci, oceniane]

metoda barwienia zywych komoérek z uzyciem biekitu trypanu.
6.2.2. Ludzka surowica

Surowice ludzka (ang. normal human serum, NHS) przygotowywano z krwi zylnej
pobranej od zdrowych ochotnikéw po uzyskaniu ich pisemnej swiadomej zgody. Badania
przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej, a protokél badania zostat
zatwierdzony przez Lokalng Komisje Bioetyczng przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (numer decyzji: NKBBN/138/2018). Krew pobierano do probowek typu
Vacutainer zawierajacych aktywator krzepnigcia w postaci mikronizowanej krzemionki (BD
Biosciences, USA), ktory przyspiesza proces krzepnigcia poprzez aktywacje

wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia. Nastepnie probki krwi inkubowano przez 20
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minut w temperaturze pokojowej do momentu pelnego wytworzenia skrzepu, po czym
wirowano przy 700 x g przez 12 minut w temperaturze 4 °C. Surowicg uzyskang od r6znych
dawcow laczono, nastepnie poddawano ponownemu wirowaniu w celu usunigcia
resztkowych elementow komorkowych. Surowice porcjowano 1 przechowywano w
temperaturze —80 °C do momentu wykorzystania w dalszych eksperymentach. Surowice
ludzka z inaktywowanym uktadem dopetniacza (ANHS) otrzymywano poprzez inkubacje
surowicy ludzkiej w temperaturze 56 °C przez 30 minut, a nastepnie wirowanie przy 5 000xg
przez 3 minuty w celu eliminacji ewentualnego precypitatu biatkowego. Po wirowaniu
zbierano supernatant i przechowywano w temperaturze —80 °C do momentu wykorzystania

w dalszych doswiadczeniach jako zrédto surowicy pozbawionej aktywnosci dopetniacza.
6.2.3. Testy CDC

W celu oceny CDC indukowanej przez przeciwciato anty-CD20, zastosowano trzy
komplementarne testy in vitro, réznigce si¢ zasadg detekcji i typem sygnatu: (i) test
uwalniania kalceiny (ang. calcein release assay), mierzacy przenikanie barwnika z wnetrza
komérek do supernatantu po perforacji blony*??, (ii) test metaboliczny z odczynnikiem

PrestoBlue, oceniajagcy utrate aktywno$ci metabolicznej komérek 329330

oraz (iii) analiza
pobierania PI za pomoca cytometrii przeptywowej, wykrywajgca komoérki z naruszong
integralnoscig btony>*!332, Ponizej opisano szczegélowo przygotowanie i przebieg kazdego
z tych testow.

Test uwalniania kalceiny przeprowadzono w nastepujacy sposob: komorki
rozcienczono do stezenia 1 x 10 komoérek/ml w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(ang. phosphate buffered saline, PBS) z jonami wapnia (Ca*’) i magnezu (Mg?") od
producenta HyCult (Holandia). Komorki inkubowano nastepnie z 1 pg/ml kalceiny-AM
(acetoksymetylowy ester kalceiny, Sigma-Aldrich, USA) przez 15 minut w standardowych
warunkach hodowli komoérkowej (37 °C, 5% CO2). Pozostatosci kalceiny usuwano poprzez
ptukanie PBS, a nastgpnie 2 x 10° komorek osadzano poprzez wirowanie na dotkach ptytki
mikroptytkowej typu V 1 nakladano 50 upl odpowiednich prébek eksperymentalnych,
sktadajacych si¢ z kombinacji: 10% NHS lub ANHS z 50 pg/ml RTX lub samego PBS. Po
okresie inkubacji wynoszacym 30 lub 90 minut, dodawano dodatkowo 50 pl PBS, a komorki
wirowano przy 500 X g przez 3 minuty. Nastepnie 80 pl supernatantu przenoszono do
czarnej ptytki 96-dotkowej, a fluorescencje mierzono przy A = 490 nm / Aem = 520 nm za
pomocyg czytnika Synergy H1 (Biotek, USA). Sygnat uzyskany po lizie komorek z uzyciem
30% dimetylosulfotlenku (DMSO) traktowano jako 100% (peing) lizg.

73



Test metaboliczny z zastosowaniem odczynnika PrestoBlue HS® przeprowadzano w
analogiczny sposéb, z tym ze przed testem komorki nie byly barwione kalceing-AM.
Odczynnik PrestoBlue (7,5 pl) dodawano 5 minut przed zakonczeniem inkubacji, a
fluorescencje odczytywano przy Aex = 560 nm / Aem = 590 nm.

Do analizy cytometrycznej pobierania propidium jodku (PIL,) uzywano komorek
niebarwionych kalceing-AM. Po zakonczeniu inkubacji, komorki w prébie pozytywnej (ang.
positive control) zamiast DMSO traktowano przez 5 minut z 2,5 ul buforu T z zestawu
ADAM AccuStain Solution Kit (NanoEnTek, Korea Potudniowa), ktory zawiera detergent
niejonowy oraz PI. We wszystkich pozostatych probkach dodawano 2,5 ul buforu N z tego
samego zestawu, zawierajacego Plbez detergentu, po czym komorki barwiono przez co
najmniej 5 minut przed pomiarem cytometrycznym (CytoFlex3, Beckman Coulter, USA).
Strategia bramkowania (gating strategy) obejmowala wykluczenie resztek, obiektow
niekomoérkowych, dupletéw i multipletow komodrkowych, oraz klasyfikacje populacji PI-
niskiej (PI-low) i PI-wysokiej (PI-high), co przedstawiono na rycinie nr 4. Dodatkowo
rejestrowano taczng liczbg komodrek w bramce w ciggu 80 sekund, odpowiadajaca objetosci
40 pl.

Podsumowujac, w celu oceny CDC =zastosowano trzy uzupelniajgce si¢ testy,
reprezentujgce odmienne podejscia metodologiczne, w dwoch liniach komoérkowych
znanych z wysokiej wrazliwo$ci na terapeutyczne przeciwciato anty-CD20 — RTX, bedacy

silnym aktywatorem CP.
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Ryc. 4.
Strategia bramkowania zastosowana w analizie cytometrii przeptywowe;j
Opisy paneli:

(A) Wstepne bramkowanie wszystkich zarejestrowanych obiektow (ungated) na podstawie
parametrow FSC-A 1 SSC-A w celu wykluczenia resztek komérkowych oraz obiektow

niekomorkowych

(B) Eliminacja dupletow i multipletdéw z populacji ,,all” poprzez analiz¢ zaleznosci FSC-

H/FSC-Width, umozliwiajaca selekcje pojedynczych komorek (singlets)

(C,D) Reprezentatywne histogramy intensywnosci fluorescencji w populacji pojedynczych
komorek; identyfikacja populacji o niskiej (PI-low) oraz (D) wysokiej (PI-high)

intensywno$ci sygnatu
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Legenda:

FSC (ang. forward scatter) — rozpraszanie $§wiatla w kierunku przednim, korelujace z

wielkoscig komorki

SSC (ang. side scatter) — rozpraszanie boczne, korelujagce z ziarnisto$cig 1 ztozonoscig

wewnetrzng komorki

A (ang. area) — pole impulsu sygnatu

FSC-A — pole impulsu sygnatu FSC

SSC-A - pole impulsu sygnatu SSC

H (ang. height) — wysoko$¢ impulsu sygnatu
FSC-Width — szerokos¢ impulsu FSC

PE (ang. phycoerythrin) — kanat fluorescencji

PE-A — pole impulsu sygnalu w kanale fluorescencji
PI (ang. propidium iodide) — jodek propidyny

PI-low / PI-high — populacje o odpowiednio niskiej 1 wysokiej intensywnosci fluorescencji

PI

Ungated — zbidr wszystkich zarejestrowanych obiektow przed zastosowaniem bramkowania
All — populacja obiektow ujeta w pierwotnym bramkowaniu

Singlets — populacja pojedynczych komorek po eliminacji dupletow i multipletow

Count — liczba zarejestrowanych obiektow (komorek)

Zrodlo: opracowanie wlasne
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6.3. Wyniki czesci badawczej I

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiajg zbiorczo ponizsze Rye. 5. oraz 6.
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Ryc. 5. Ocena cytotoksyczno$ci zaleznej od dopetniacza (CDC) indukowanej przez
rytuksymab (RTX) w komorkach linii Ramos z wykorzystaniem trzech komplementarnych

metod analitycznych*
Zrédlo: opracowanie wiasne
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Ryc. 6. Ocena cytotoksycznosci zaleznej od dopetliacza (CDC) indukowanej przez
rytuksymab (RTX) w komorkach linii Raji z wykorzystaniem trzech komplementarnych
metod analitycznych*

Zrédto: opracowanie wlasne
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Uktad paneli i objasnienia (tozsame dla Rye. 5. i Rye. 6.):

Panele gorne — test uwalniania kalceiny, liza komoérek wyrazona jako % petnej lizy

Panele $rodkowe — test PrestoBlue HS (Presto), aktywno$¢ metaboliczna komorek

wyrazona jako % sygnatu wzgledem warunku referencyjnego ANHS + RTX

Panele dolne S$rodkowe — test inkorporacji jodku propidyny, odsetek komorek o
zwigkszonej przepuszczalnosci btonydla jodku propidyny (PI), wyrazony jako % komorek

w bramce PI-high

Panele dolne — catkowita liczba komodrek wyrazona jako liczba zarejestrowanych w

cytometrze obiektoéw po eliminacji duplekséw i multipleksow

PBS — (ang. phosphate buffered saline) sol fizjologiczna buforowana fosforanami
NHS - (ang. normal human serum) normalna (referencyjna) surowica ludzka
ANHS — normalna surowica ludzka inaktywowana termicznie

DMSO - dimetylosulfotlenek

ctrl+ - kontrola pozytywna.

*Dane przedstawiono jako $rednia z trzech niezaleznych powtdrzen, stupki bledow wyrazaja

odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD).
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Komorki Ramos i Raji zaladowane kalceing uwalniaty okoto 70% barwnika po 30-
minutowej inkubacji z RTX i NHS (Rye. 5.), podczas gdy poziom uwalniania z komorek
kontrolnych nie przekraczat 10%. Wydtuzenie czasu inkubacji do 90 minut skutkowato
istotnym wzrostem sygnatu tla, siegajacym okoto 30% maksymalnej lizy, czemu
towarzyszyt jednoczesny wzrost poziomu CDC do niemal 100% w komodrkach Ramos oraz
okoto 80% w komorkach Raji.

Zastosowanie odczynnika PrestoBlue HS wymagato modyfikacji strategii oznaczania
wyniku. W przeciwienstwie do testu uwalniania kalceiny, metoda ta opiera si¢ na zalozeniu,
ze rejestrowany sygnat pochodzi wytacznie od komoérek zywych, wykazujacych aktywnosé
metaboliczng. W zwigzku z tym jako warto$¢ referencyjng przyjeto odmienny warunek
eksperymentalny, obejmujacy komorki inkubowane z RTX w obecnosci ANHS (ANHS +
RTX). Poziom CDC obliczano nastepnie jako réznice pomigdzy tym warunkiem
referencyjnym a komoérkami inkubowanymi z RTX i NHS.

W tych warunkach komoérki Ramos zachowywaty okoto 45% sygnatu referencyjnego
po 30 minutach inkubacji oraz okoto 30% po 90 minutach, co odpowiadalo odpowiednio
55% 1 70% CDC. Nalezy jednak uwzgledni¢ znaczng bezwladno$¢ odczytu w tescie
PrestoBlue, co zilustrowano sygnatem dla komorek traktowanych DMSO. Pomimo ze
DMSO powodowato fizyczng dezintegracje komorek, potwierdzong brakiem
wykrywalnego osadu komorkowego po wirowaniu w plytce V-ksztattnej, po 30 minutach
inkubacji nadal rejestrowano okoto 30-45% sygnatu referencyjnego, ktory obnizal si¢ do
okoto 25% po 90 minutach.

Obserwacje te wskazuja na opdzniong utrate sygnatu metabolicznego po zniszczeniu
komorek oraz sugeruja obecno$¢ komponentu fatszywie ujemnego w warunku NHS + RTX,
efektu szczegdlnie wyraznego przy krotszych czasach inkubacji. W konsekwencji wartos§¢
CDC w tym ukfadzie eksperymentalnym jest najprawdopodobniej niedoszacowana, jesli
wnioskowany jest wylacznie na podstawie testu PrestoBlue.

Dodatkowym ograniczeniem testu PrestoBlue jest jego podatnos$¢ na interferencje ze
strony surowicy ludzkiej, co byto wyraznie widoczne w przypadku probek inkubowanych z
PBS + RTX, charakteryzujagcym si¢ kilkukrotnie wyzszym sygnatem w pordwnaniu z
pozostatymi kontrolami negatywnymi. Biorgc pod uwage znany mechanizm dziatania CDC
oraz potwierdzong aktywno$¢ biologiczng RTX, brak jest mechanistycznych podstaw dla
takiego efektu. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem jest czgsciowe hamowanie lub
wygaszanie sygnatlu PrestoBlue przez sktadniki surowicy, prowadzace do pozornej rdznicy

w odniesieniu do pozostatych warunkow kontrolnych. Podobne zjawisko zostato opisane dla
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testu metabolicznego z wykorzystaniem MTT, ktérego zasada dziatania opiera si¢ na
redukc;ji soli tetrazoliowej do nierozpuszczalnych krysztatéw formazanu przez komorkowe
enzymy oksydoredukcyjne, gtéwnie mitochondrialne dehydrogenazy. Wykazano jednak, iz
proces ten nie jest w pelni swoisty dla zywych komorek 1 moze zachodzi¢ rowniez w sposob
czesciowo niezalezny od aktywnosci metabolicznej, przy udziale czynnikéw redukujacych
obecnych w srodowisku hodowlanym. W szczego6lnosci sktadniki surowicy, w tym biatka o
wlasciwosciach redoks (np. albumina) oraz biatka uktadu dopetniacza, moga wptywaé na
kinetyke redukcji soli tetrazoliowych lub bezposrednio uczestniczy¢ w generowaniu
produktu reakcji w warunkach bezkomoérkowych. W konsekwencji obecno$¢ surowicy
ludzkiej moze prowadzi¢ do artefaktualnych zmian sygnatu testu MTT, skutkujacych jego
zawyzeniem badz wygaszeniem niezaleznie od rzeczywistej liczby zywych komorek.
Zjawisko to ma szczegdlne znaczenie w uktadach eksperymentalnych wykorzystujacych
przeciwciala monoklonalne aktywujace cytotoksyczno$¢ zalezng od dopelniacza, gdzie
aktywacja kaskady dopelniacza oraz towarzyszace jej zmiany Srodowiska redoks moga
dodatkowo modulowa¢ przebieg reakcji redukcji MTT. W rezultacie uzyskany sygnat moze
nie odzwierciedla¢ rzeczywistej zywotnosci komorek, lecz stanowi¢ wypadkowa reakcji
chemicznych zachodzacych w medium hodowlanym, co ogranicza interpretowalno$é¢
wynikéw w kontekscie oceny cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza.?33336

Analiza testu wychwytu barwnika, oparta na odsetku komoérek PI-dodatnich,
wykazala, ze poziom CDC w komoérkach Ramos 1 Raji wynosil odpowiednio okoto 45% 1
35% po 30 minutach inkubacji. Wydtuzenie czasu inkubacji do 90 minut paradoksalnie
skutkowalo zmniejszeniem odsetka komorek PI-dodatnich w obu liniach komoérkowych.
Mato prawdopodobne jest, aby w obecnosci wysokich stezen RTX 1 surowicy dochodzito do
odzyskiwania integralnosci bton komoérkowych po ich rozlegtym uszkodzeniu przez
tworzenie kompleks MAC, zwlaszcza ze Zzaden z pozostatych zastosowanych testow nie
wskazywal na taki mechanizm. Bardziej prawdopodobnym wyjasnieniem obserwowanego
zjawiska jest fakt, iz zaawansowana fizyczna dezintegracja komorek prowadzita do ich
niewykrywalno$ci w analizie cytometrycznej. Zgodnie z t3 interpretacja, komorki
traktowane detergentem w te$cie wychwytu PI byly niemal wytacznie rejestrowane w
bramce PI-high, w przeciwienstwie do komorek inkubowanych z RTX 1 surowicg. W
probkach kontrolnych dodatnich traktowanych detergentem (ctrl +) catkowita liczba
wykrywalnych zdarzen byta nizsza niz w warunkach kontroli negatywnej (ANHS+RTX oraz
NHS + PBS), co $wiadczy o utracie istotnej liczby komorek przepuszczalnych dla PI jeszcze

przed analizowanymi punktami czasowymi. Dodatkowych informacji dostarczyta analiza
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catkowitej liczby obiektéw rejestrowanych przez cytometr przeptywowy we wszystkich
bramkach, obejmujacych zard6wno populacje PI-low, jak i PI-high. Podczas gdy oba warunki
kontroli negatywnej charakteryzowaly si¢ poréwnywalng liczbg zdarzen, w probkach
inkubowanych z RTX 1 NHS (NHS+RTX) obserwowano systematyczng utrate
wykrywalnych komoérek. Przyktadowo, po 90 minutach inkubacji w warunku NHS+RTX
zarejestrowano jedynie okoto 40% komorek Raji w pordwnaniu z warunkiem ANHS+RTX.
Uwzgledniajac fakt, ze okoto 60% komorek nie byto juz wykrywalnych, a okoto 15%
sposroéd pozostatych komorek wykazywato dodatni sygnal PI, catkowity poziom CDC
mozna oszacowa¢ na okolo 66%. Warto$¢ ta miesci si¢ pomiedzy oszacowaniami
uzyskanymi przy zastosowaniu testu uwalniania kalceiny oraz testu PrestoBlue.

Analiza catkowitej liczby zdarzen rejestrowanych przez cytometr przeptywowy we
wszystkich bramkach (all), obejmujacych zarowno populacje PI-low, jak i PI-high wykazata
wyrazne zmniejszenie liczby wykrywalnych komorek nie tylko w probach traktowanych
detergentem (kontrola pozytywna), lecz réwniez w warunku inkubacji z RTX w PBS (RTX
+ PBS). W przeciwienstwie do tego, obie kontrole negatywne zawierajace surowice
(ANHS+RTX oraz NHS+PBS) charakteryzowaty si¢ porownywalng liczba rejestrowanych
zdarzen. Obserwowany spadek catkowitej liczby wykrywalnych komoérek w warunkach
bezsurowiczych byt powtarzalny w eksperymentach ukierunkowanych na oznaczenie liczby
komorek ogotem i nie byt zwiazany z istotnymi réznicami w odsetku zdarzen wykluczanych

jako dublety lub multipletow pomigdzy analizowanymi warunkami (dane niepokazane).
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6.4. Dyskusja czeSci badawczej 1

Przeprowadzone analizy jednoznacznie wskazuja, ze pomimo powszechnego
zastosowania oraz istotnych benefitow akich jakt mozliwo$¢ jednoczesnej analizy markerow
powierzchniowych oraz rozrézniania populacji docelowych 1 niedocelowych,
cytometryczna ocena CDC na podstawie wychwytu PI nie zapewnia wiarygodnego odczytu.
W okreslonych warunkach eksperymentalnych stosowanie tego podejscia prowadzi do
istotnego niedoszacowania lizy zaleznej od dopetniacza. Ograniczenie to zostalo wykazane
poprzez obserwowany spadek odsetka komoérek PI-dodatnich po 90 minutach inkubacji w
poréwnaniu z 30 minutami, ktoremu towarzyszyto rownoczesne obnizenie catkowitej liczby
wykrywalnych zdarzen we wszystkich bramkach cytometrycznych.

Zaobserwowane zmniejszenie liczby wykrywalnych zdarzen w warunku RTX + PBS
najprawdopodobniej nie wynikalo z agregacji komorek, lecz z obnizonej efektywnosci ich
odzysku na etapie przygotowania probek do analizy cytometrycznej w warunkach
pozbawionych surowicy. Mozliwym wyjasnieniem tego efektu jest zwiekszona adhezja
komoérek do powierzchni ptytek hodowlanych Iub mniejsza kompaktowos$¢ peletu
komoérkowego po odwirowaniu, co moglto utrudnia¢ efektywny transfer materiatu do
probowek cytometrycznych. W konsekwencji warunek RTX + PBS moégt charakteryzowac
si¢ obnizonym odczytem ilo§ci komdrek w poréwnaniu z kontrolami negatywnymi
zawierajacymi surowiceg, niezaleznie od rzeczywistej zywotnosci komoérek w trakcie trwania
inkubacji.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pomiary CDC realizowane metoda cytometrii
przeplywowej sa podatne na dodatkowe czynniki zakldcajace o charakterze technicznym, w
szczegdlnos$ci na zmienng efektywnos$¢ odzyskiwania komoérek zalezng od warunkow
inkubacji. Czynniki te, jesli nie zostang rygorystycznie kontrolowane, moga prowadzi¢ do
istotnych znieksztalcen wynikow koncowych.

Rownolegle wykazano, ze testy Zzywotnosci metabolicznej, reprezentowane w
niniejszym badaniu przez test PrestoBlue, podlegaja wygaszaniu sygnatlu przez sktadniki
surowicy. Stanowi to zasadnicze ograniczenie w badaniach CDC, w ktorych surowica peini
jednoczesnie funkcje zrédta aktywnosci dopeilniacza oraz potencjalnego czynnika
interferujagcego z odczytem testu. Poniewaz testy PrestoBlue, MTT oraz z XTT
odzwierciedlaja aktywno$¢ metaboliczng komorek, a nie integralno$¢ ich bton, sygnat testu
moze utrzymywac si¢ po wystapieniu nieodwracalnych uszkodzen strukturalnych. Zjawisko

to potwierdzono obecnoscig resztkowego sygnalu w komorkach lizowanych DMSO, ktory
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nie ulegat catkowitemu wygaszeniu nawet po 90 minutach inkubac;ji.

Sposrdd ocenianych metod oceny CDC, test uwalniania kalceiny wykazat najwyzszy
sygnatl w porownaniu z odpowiednimi kontrolami negatywnymi. Jednocze$nie wydtuzenie
czasu inkubacji prowadzito do stopniowego wzrostu nieswoistego wycieku barwnika, co
nalezy uzna¢ za nieodtaczne ograniczenie tej metody. Niezaleznie od zastosowanej techniki,
prawidtowa interpretacja wynikow CDC wymaga S$cistej kontroli czasu inkubacji oraz
wlaczenia adekwatnych warunkoéw kontrolnych, obejmujacych préby bez przeciwciata, bez
dopeliacza oraz pelng liz¢ komorek. W eksperymentach ukierunkowanych na okreslenie
catkowitej liczby komorek zaobserwowano istotng utrate wykrywalnych zdarzen nie tylko
w probkach traktowanych detergentem (kontrola pozytywna), lecz takze w prébkach
inkubowanych z RTX w PBS (RTX + PBS).

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
wiarygodna 1 iloSciowa ocena cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza wymaga
zastosowania metody charakteryzujacej si¢ bezposrednim odzwierciedleniem integralno$ci
btony komorkowej oraz odpornoscia na kluczowe czynniki zakidcajace obecne w uktadach
opartych na surowicy. W $wietle wykazanych ograniczen testow opartych na wychwycie PI
oraz na pomiarach aktywno$ci metabolicznej, test uwalniania kalceiny stanowi najbardziej
adekwatne narzedzie do iloSciowej analizy CDC w warunkach modulowanej aktywnos$ci
ukladu dopelniacza. Pomimo inherentnych ograniczen zwigzanych z nieswoista utratg
barwnika przy wydtuzonych czasach inkubacji, metoda ta zapewnia bezposredni, stabilny i
porownywalny odczyt lizy komorkowej w  szerokim zakresie = warunkow
eksperymentalnych. Z tego wzgledu test uwalniania kalceiny zostal przyjety jako
podstawowa metoda oceny CDC na potrzeby dalszych doswiadczen niniejszej rozprawy

doktorskiej.
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7. Czes¢ badawcza 11

Drugim celem niniejszego doktoratu bylo zweryfikowanie hipotezy, czy
suplementacja surowicy wariantem typu GoF biatka C2 prowadzi do zwigkszenia
aktywnosci uktadu dopelniacza, co przektada si¢ na wzrost cytotoksycznosci zaleznej od

dopehiacza indukowanej przez przeciwciala anty-CD20 wobec komorek CLL.
7.1. Omowienie celu II

Zasadnicze aspekty teoretyczne oraz literatur¢ przedmiotu omowiono szeroko w
Czesci teoretycznej niniejszej monografii. (patrz. Rozdzial 5.) Niniejszy rozdziat stanowi
ich  bezposrednie, praktyczne rozwinigcie 1 koncentruje si¢ na funkcjonalnych
uwarunkowaniach CDC indukowanej przez terapeutyczne przeciwciata monoklonalne, ze
szczegolnym uwzglednieniem czynnikéw ograniczajacych efektywnos$¢ tego mechanizmu
oraz strategii ich przezwyci¢zania. Istotny przetom w terapeutycznym wykorzystaniu uktadu
dopetniacza nastapit wraz z wprowadzeniem przeciwcial monoklonalnych zdolnych do
efektywnej aktywacji CP po zwigzaniu antygenu docelowego. Przeciwciata anty-CD20 typu
I, takie jak RTX, charakteryzuja si¢ wysoka zdolnos$cia do inicjowania CDC przy
jednoczesnie ograniczonej indukcji bezposredniej $§mierci komoérkowej, w przeciwienstwie
do przeciwciat typu II, takich jak obinutuzumab. Mechanistycznie skuteczna aktywacja CP
wymaga odpowiedniego uporzadkowania przestrzennego fragmentéw Fc przeciwciat na
powierzchni komorki docelowej, prowadzacego do ich oligomeryzacji, a nastepnie do
efektywnego wigzania Clq oraz formowania funkcjonalnego kompleksu inicjujacego
kaskadg. Zaburzenia ilosciowe oraz jakosciowe sktadnikéw dopelniacza moga sprzyjac
klonalnej ekspansji nowotworowych limfocytow B w wyniku oslabienia nadzoru
immunologicznego oraz stanowi¢ potencjalne predyktory niekorzystnego przebiegu
klinicznego.**"*3® Obserwacje te wskazuja, Zze zaréwno niedobér, jak i nieefektywna
regulacja aktywacji dopelniacza moga istotnie wplywa¢ na przebieg odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Pomimo wysokiego potencjatu aktywacji dopetniacza przez
przeciwciala terapeutyczne, efektywnos¢ CDC pozostaje zmienna. Jednym z postulowanych
mechanizmow ograniczajacych jest przejSciowe wyczerpanie wezesnych sktadnikow CP w
nastepstwie intensywnej aktywacji.>* Znaczenie tego zjawiska potwierdzaja badania
wykazujace zwigkszona skutecznos¢ przeciwcial monoklonalnych po suplementacji §wiezo
mrozonym osoczem lub wybranymi sktadnikami dopelniacza, w szczeg6lnosci sktadnikiem

C2, stanowiagcym funkcjonalne waskie gardto CP.??’
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Weczeéniejsze badania naszego zespotu zawarte w publikacji Monitoring of the
Complement System Status in Patients With B-Cell Malignancies Treated With Rituximab,
wykazaty, ze stopien aktywacji dopetniacza in vivo nie koreluje bezposrednio z potencjatem
CDC ocenianym in vitro. Analiza markerow aktywacji dopetniacza wskazywata, ze silne
zaangazowanie kaskady obserwowano jedynie przejSciowo, w poczatkowej fazie leczenia,
co korelowato z wczesnym usuwaniem krazacych komorek nowotworowych. Jednoczesnie
stwierdzono, ze RTX kumuluje si¢ w trakcie kolejnych podan, a u czgsci badanych nie
obserwowano wzrostu markerow aktywacji dopelniacza mimo wysokiej aktywnosci CDC
ich surowic pobranych przed infuzja, mierzonej w modelowych komorkach CD20-
dodatnich. Obserwacje te wskazuja, ze efektywnos¢ CDC in vivo jest determinowana nie
tylko przez dostepnos$¢ przeciwciata i skladnikdw dopelniacza, lecz réwniez przez
mechanizmy regulacyjne dziatajace na poziomie aktywacji i1 stabilno$ci kompleksow
enzymatycznych. Jednoczes$nie dostepne dane wskazujg, ze sama dostepnos¢ sktadnikow
dopetniacza nie jest jedynym czynnikiem limitujacym CDC. Kluczowa role odgrywa
regulacja aktywno$ci konwertaz dopetniacza, centralnych kompleksow enzymatycznych
odpowiedzialnych za amplifikacj¢ kaskady poprzez proteolityczne rozszczepienie C3 1 CS5.
Konwertazy te sg obiektami $cistej kontroli przez endogenne inhibitory, ktore destabilizuja
kompleksy enzymatyczne, skracaja czas ich poéitrwania i1 ograniczaja generowanie
efektorowych produktow kaskady. Nadekspresja tych inhibitoréw na powierzchni komorek
nowotworowych stanowi istotng barier¢ dla skutecznej CDC. W odpowiedzi na te
ograniczenia zaproponowano strategi¢ polegajaca na wzmocnieniu aktywnosci konwertaz
dopehiacza poprzez modyfikacje ich sktadnikow w kierunku zwigkszonej stabilno$ci 1
opornosci na inhibicj¢. Wstgpne potwierdzenie zasadnosci tego podejscia pochodzi z badan
nad wariantami typu gain-of-function czynnika B (FB), opisanymi pierwotnie w rzadkich
chorobach nerek.?% FB uczestniczy w tworzeniu konwertaz AP, ktore pelnig takze funkcje
amplifikujaca wobec aktywacji zapoczatkowanej przez CP. Zastosowanie hiperaktywnych
wariantow FB prowadzito do istotnego nasilenia CDC indukowanej przez przeciwciata
monoklonalne w modelach komérkowych. Ze wzgledu na konstytutywna, niskopoziomowa
aktywno$¢ AP, obejmujaca nieselektywne sondowanie powierzchni biologicznych poprzez
depozycje C3b, globalne nasilanie aktywnosci jej konwertaz wigze si¢ jednak z ryzykiem
autoagresji. W celu ograniczenia tego ryzyka przeniesiono in silico znane substytucje
aminokwasowe typu gain-of-function z FB na jego funkcjonalny odpowiednik w CP,
sktadnik C2, 1 wytworzono rekombinowane, hiperaktywne biatko C2 zdolne do

selektywnego wzmocnienia zaleznej od obecnosci specyficznych — przeciwcial. W
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niniejszym rozdziale przedstawiono ocen¢ dzialania rekombinowanego, hiperaktywnego
sktadnika C2 w modelach cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza, z wykorzystaniem
terapeutycznych przeciwcial monoklonalnych oraz réznych zroédet surowicy na modelu
komorek CLL, stanowigcg rozwini¢cie 1 funkcjonalng weryfikacje wczesniej
sformutowanych zalozen badawczych.

Dodatkowo przeprowadzono eksperyment, w ktorym zastosowano model krwi pelne;,
ktory umozliwia oceng aktywnos$ci przeciwcial terapeutycznych w bardziej fizjologicznych
warunkach niz uktady oparte wylacznie na surowicy. Oprocz biatek dopetniacza obecnych
w osoczu model ten zachowuje naturalne populacje komorek efektorowych, w tym komorki
NK, monocyty oraz granulocyty, ktére moga wspdtuczestniczy¢ w eliminacji komorek
docelowych poprzez ADCC oraz wchodzi¢ w interakcje z aktywowanym ukladem
dopetniacza, zarowno o charakterze antagonistycznym jak 1 addytywnym. W szczegdlnosci
komorki NK, stanowigce okoto 5-15% limfocytéw krwi obwodowej, petnig istotng role w
eliminacji komoérek nowotworowych poprzez mechanizmy cytotoksyczne zalezne od
receptoréw Fc oraz wydzielanie mediatoréw prozapalnych, co sprawia, ze ich obecno$¢ w
modelu krwi pelnej zwigksza biologiczng adekwatno$§¢ oceny aktywnosci
immunoterapeutykéw. Wczesniejsze wyniki badan in vivo na modelu mysim wykazatly, ze
aktywacja uktadu dopelniacza oraz mechanizmy efektorowe zalezne od receptorow Fc, jak
ADCC, moga ze soba konkurowa¢ o wigzanie ligandu, jakim jest fragment Fc
przeciwciata!>>. Badania in vitro sugeruja ponadto, Ze na poziomie pojedynczej komorki
docelowej odkladanie wczesnych sktadnikow dopelniacza moze stanowi¢ zawade
przestrzenng, ktora utrudnia przyleganie komorek NK do komorki docelowej za

posrednictwem receptora CD16/FcyRIII'*

. W zwiazku z tym podj¢to probg oceny, czy
wzmocnienie CDC indukowane przez obinutuzumab w obecno$ci hiperaktywnego wariantu
biatka C2 bedzie utrzymywato si¢ réwniez w $rodowisku krwi petnej, w ktérym obecne sa
komorki posiadajace receptory Fc.

Obecnos¢ komorek krwi pelnej pozwala doktadniej odtworzy¢ warunki
mikro$rodowiska krazenia, w ktorych przeciwciata terapeutyczne aktywuja rownolegle
kilka mechanizmoéw efektorowych odpowiedzi immunologicznej. Ma to szczegdlne
znaczenie w sytuacji, gdy populacja komoérek nowotworowych wykazuje heterogenicznos¢
pod wzgledem ekspresji antygenu docelowego lub gdy liczba komorek efektorowych jest
niewystarczajaca w stosunku do masy guza. Van Meerten i wsp. wykazali, ze prog ekspresji
CD20 niezbedny do aktywacji CDC jest istotnie nizszy niz prég wymagany do skutecznego

zaangazowania komorek NK. 13
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7.2. Metodologia czesci badawczej 11
7.2.1. Komorki CLL i surowica

Przewlekta biataczka limfocytowa stanowi szczeg6lnie adekwatny model badawczy
do analizy mechanizmow cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza indukowanej przez
przeciwciala terapeutyczne.*%**! Wynika to przede wszystkim z lokalizacji komérek CLL,
ktore bytuja zard6wno w przedziale naczyniowym, jak i w szpiku kostnym, pozostajac w
statym 1 bezposrednim kontakcie z pelnym zestawem sktadnikéw uktadu dopelniacza. W
odroznieniu od nowotwordw litych eliminuje to istotne ograniczenia zwigzane z
dostgpnoscig surowicy 1 umozliwia bezposrednig oceng¢ mechanizmow efektorowych
zaleznych od dopetniacza. Jednocze$nie komorki CLL wykazujg znaczng heterogeniczno$é
fenotypowa, zar6wno pod wzgledem poziomu ekspresji antygenu CD20, jak i obecnos$ci
btonowych regulatoréw aktywacji dopetniacza, w tym CDS55 oraz CD59, co w sposob
bezposredni determinuje ich podatno$¢ na mechanizmy cytotoksyczne zalezne od surowicy.
Zmienno$¢ ta pozwala na analize relacji pomigdzy dostepnoscig celu molekularnego a
efektywnoscig aktywacji kaskady dopetniacza w warunkach fizjologicznie relewantnych.
Dodatkowym, istotnym aspektem biologii CLL jest utrzymujaca si¢ aktywacja CP,
wnioskowana na podstawie obnizonych stezen skltadnikéw C1 oraz C4.’** Zjawisko to
odzwierciedla przewlekle podwyzszony obrét dopetniacza, a nie epizody masywnej, ostrej
agregatow immunoglobulin IgG, zdolnych do efektywnej inicjacji CP zaré6wno w fazie
rozpuszczonej, jak i w formie zwigzanej z powierzchnig komorkowa, gdzie uporzadkowana
organizacja fragmentow Fc sprzyja wydajnemu wigzaniu Clq 1 nasilonej aktywacji
kaskady®*. W procesie powstawania i stabilizacji takich struktur uczestniczy o2-
makroglobulina, wielofunkcyjne biatko osocza o wtasciwosciach chaperonowych, zdolne do
wigzania komplekséw immunoglobulinowych i utrzymywania ich konformacji sprzyjajace;j

aktywacji dopetiacza.>**

Suma tych cech: stalej ekspozycji na dopehiacz,
heterogenicznos$ci fenotypowej komorek nowotworowych oraz przewlekle modulowanej
aktywnosci kaskady czyni CLL uktadem szczegolnie predysponowanym do precyzyjnej
analizy zalezno$ci pomigdzy funkcjonalng wydolnos$cia uktadu dopetniacza a skuteczno$cia
dziatania terapeutycznych przeciwcial monoklonalnych anty-CD20. Metodologicznym
atutem wykorzystanego modelu jest mozliwo$¢ izolacji pierwotnych komorek
biataczkowych bezposrednio od pacjentow, przy jednoczesnym zachowaniu ich natywnego

fenotypu oraz kluczowych wiasciwosci biologicznych. Pozwala to na prowadzenie analiz
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eksperymentalnych w warunkach istotnie blizszych rzeczywistej sytuacji klinicznej niz
klasyczne modele oparte na liniach komodrkowych, ktore czesto nie odzwierciedlaja
ztozonosci 1 zmienno$ci obserwowanej in vivo. Aspekt ten ma szczegdlne znaczenie w
kontekscie badan nad mechanizmami opornosci na immunoterapi¢ oraz czynnikami
ograniczajacymi skutecznos$¢ aktywacji dopetniacza u chorych na CLL. Co dodatkowo
uzasadnia wybor tego materialu do badan, to ze zaré6wno RTX, jak i obinutuzumab,
przeciwciata monoklonalne anty-CD20 réznigce si¢ budowsa, powinowactwem do antygenu
oraz profilem aktywacji mechanizméw efektorowych, sg zarejestrowane w leczeniu CLL 1
pozostaja  powszechnie  stosowanymi elementami  standardowych  schematow
terapeutycznych. Fakt ten dodatkowo podkresla translacyjny charakter badan prowadzonych
w tym modelu, umozliwiajac bezposrednie odniesienie uzyskanych wynikoéw do praktyki
klinicznej oraz oceng¢ potencjalnych strategii majacych na celu optymalizacje dzialania
przeciwcial poprzez modulacje aktywnosci uktadu dopetniacza. W konsekwencji CLL
stanowi nie tylko klinicznie relewantny, lecz rowniez metodologicznie wymagajacy uktad
eksperymentalny do badanh nad mechanizmami zwigkszania skutecznos$ci terapii
przeciwcialami anty-CD20. W zwigzku z powyzszym komorki CLL zostaty §wadomie
wykorzystane jako model badawczy umozliwiajacy analiz¢ mechanizméw determinujgcych
skuteczno$¢ przeciwciat monoklonalnych anty-CD20 w warunkach bezposrednio
odzwierciedlajacych sytuacj¢ kliniczng, z uwzglgdnieniem zaro6wno wlasciwosci
pierwotnych komorek nowotworowych pacjentdw, jak i charakterystyki lekow rutynowo
stosowanych w leczeniu CLL. Komérki CLL wraz z odpowiadajgcg im surowica
autologiczng pozyskano od pacjentéw wczesniej nieleczonych, hospitalizowanych w
Klinice Hematologii i Transplantologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Od wszystkich pacjentow uzyskano pisemna, §wiadoma zgodg
na udziat w badaniu naukowym. Charakterystyke demograficzng i kliniczng badanej grupy
przedstawiono w Tab. 7. Badanie przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji
Helsinskiej, po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (nr zgody: KB/245/2025). Izolacje komoérek CLL z krwi obwodowej oraz ich
hodowle in vitro przeprowadzono zgodnie z procedura opisang wczesniej (Rozdzial 6.2.1.).
Surowice ludzka od zdrowych dawcow pozyskano na podstawie odrebnej zgody Komisji
Bioetycznej (nr NKBBN/500/2016) zgodnie z procedurg opisang wczesniej (Rozdzial
6.2.2.).

89



Wiek Ple¢ Limfocyty WBC

Nr
(lata)
1 78
2 73
3 79
4 64
5 75
6 77
7 86
8 67
9 72
10 63
11 84
12 73
13 —
14 73
15 75
16 60
17 74
18 59
19 67
20 46
Tab. 7.

= = 2 R 2 2 g

= =

~

=

A~ 2 =2 R

<

(GN)
24.0
40.4
33.7
28.9
20.1
32.6
35.9
8.4
14.5
118.0
28.7

87.7

45.0
139.2
35.2
6.6
13.0
9.4

28.3

(G/)
40.0
62.0
44.0
34.0
29.0
40.7
39.0
26.0
20.0
139.0
35.6

112.0

62.0
190.0
42.0
11.0
21.0
13.0

56.0

Plytki Hb
(GM)  (g/dl)
191 143
3 12.1
3 11.2
180 121
160  14.6
145 13.7
281 148
158  16.0
211 129
229 135
509  10.9
167 143
74 7.5
145 134
212 153
190 158
210 133
152 145

RAI CD20
0 +
0 +
4 +
2 +
1 +
0 +
0 +
1 +
1 +
1 +
1 +
0 +
1 +
1 +
1 +
0 +
0 +
0 +
0 +
2 +

CD38

Mutacje (IGHYV,
ATM, TP53)

IGHV, ATM

IGHV

IGHV, TP53

IGHV

IGHV

TP53

IGHYV, TP53

TP53

ATM

IGHV

Charakterystyka kliniczna 1 laboratoryjna pacjentow z CLL wiaczonych do badania

90



Zrodto: opracowanie wlasne

Legenda:

Wiek — wiek pacjenta (lata) w momencie pobrania materialu biologicznego.

WBC (ang white blood cells) — catkowita liczba leukocytow we krwi obwodowej (G/1).
Limfocyty — liczba limfocytow we krwi obwodowej (G/1).

Plytki — liczba ptytek krwi (G/1).

Hb — stezenie hemoglobiny (g/dl).

RAI - stopien zaawansowania klinicznego przewleklej biataczki limfocytowej wedlug
klasyfikacji Raia.

CD20 — ekspresja antygenu CD20 na powierzchni limfocytéw B oceniana metoda
cytometrii przeptywowe;.

CD38 — ekspresja antygenu CD38 na powierzchni limfocytéw B oceniana metoda
cytometrii przeptywowe;.

»T~ — obecnos¢ ekspresji danego antygenu.

~— — brak danych.

K — kobieta

M — mezczyzna

IGHYV (ang. Immunoglobulin Heavy Chain Variable region) — status niezmutowany genow
regionu zmiennego tancucha ciezkiego immunoglobulin (niekorzystny rokowniczo)
ATM (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated) — obecnos¢ aberracji genetycznych w genie
ATM, kodujacym kinaze¢ serynowo-treoninowa zaangazowang w odpowiedZ komoérkowa
na uszkodzenia DNA (niekorzystny rokowniczo)

TP53 (ang. Tumor Protein p53) — obecno$¢ mutacji lub delecji genu TP53, kodujacego
biatko supresorowe p53, kluczowe dla kontroli cyklu komérkowego, odpowiedzi na

uszkodzenia DNA oraz indukcji apoptozy (niekorzystny rokowniczo)
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Do badania wtaczono 20 pacjentdw z przewlekta biataczka limfocytowa, w tym 12
mezezyzn 1 7 kobiet (u jednego pacjenta pte¢ nieokreslona), o medianie wieku 73 lata
(zakres: 46—86 lat). Wiekszos¢ chorych znajdowata si¢ w niskich stadiach zaawansowania
klinicznego wedtug klasyfikacji wg Raia (0-I). Ekspresja CD20 byta obecna u wszystkich
ocenianych przypadkoéw, natomiast ekspresja CD38 uznawana za niekorzystny czynnik
prognostyczny wykazywata zmienno$¢ osobnicza i stwierdzono ja jedynie u czg$ci
pacjentow. U wybranych chorych wykazano aberracje genetyczne obejmujace geny IGHV,
ATM oraz TP53, ktore stanowig istotne molekularne markery rokownicze w CLL. Status
mutacji IGHV jest uznawany za kluczowy marker prognostyczny w CLL, jego brak
(unmutated IGHV) wiaze si¢ z krotszym przezyciem catkowitym i czasem do rozpoczecia

h345

leczenia wg badan kohortowych’*”. Mutacje genu 7P53 s3 silnym, niezaleznym czynnikiem

niekorzystnym prognostycznie i sg zwigzane ze skroconym przezyciem wolnym od progresji

h3*. Meta-analiza wskazala

oraz ogélnym w analizach retrospektywnych i kohortowyc
réwniez, ze mutacje ATM towarzyszg gorszym wynikom klinicznym w CLL*¥’. Ponadto
wielkoskalowe analizy prognostyczne podkreslaja role statusu /GHV i TP53 jako istotnych
skladowych zintegrowanego modelu ryzyka CLL-IPI (ang. chronic lymphocytic leukemia
international prognostic index, mi¢dzynarodowy indeks prognostyczny w przewleklej
biataczce limfocytowej) dla oceny przezycia pacjentéw z CLL.**® Aberracje genetyczne w
CLL, w szczegdlnosci mutacje IGHV, TP53 i ATM, nie tylko wplywaja na przebieg kliniczny
choroby, ale maja roéwniez znaczenie funkcjonalne w kontek$cie odpowiedzi
immunologicznej 1 wrazliwos$ci na terapi¢ zalezng od dopetniacza. Niezmutowany IGHV
wigze si¢ z nasileniem sygnalizacji BCR, co sprzyja proliferacji 1 przezyciu klonu
nowotworowego oraz zwieksza odporno$¢ komodrek na mechanizmy cytotoksycznosci
indukowanej przeciwciatami monoklonalnymi. Mutacje 7P53 prowadza do utraty kontroli
nad cyklem komorkowym i mechanizmami naprawy DNA, co skutkuje niestabilno$cia
genomowg 1 zwigkszong oporno$cig na eliminacj¢ komorek poprzez apoptotyczne i
immunologiczne mechanizmy. Z kolei zaburzenia ATM ograniczaja detekcje 1 naprawe
uszkodzen DNA, sprzyjajac agresywnemu fenotypowi 1 obnizonej wrazliwosci na
cytotoksyczno$¢ zalezng od dopetniacza. Dodatkowo zmienna ekspresja CD38 wsrod
pacjentow moze modulowa¢ aktywacje BCR 1 interakcje komodrka-mikrosrodowisko,
modyfikujac  skuteczno$¢  efektorowych mechanizméw immunologicznych. W
konsekwencji fenotyp genetyczny i ekspresja markerow powierzchniowych moga
bezposrednio wplywa¢ na wrazliwos¢ komorek CLL na terapi¢ anty-CD20, w tym na

aktywno$¢ dopetniacza i efektywnos$¢ cytotoksycznos$ci zaleznej od tego uktadu. Nalezy
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jednak wyraznie zaznaczy¢, ze grupa pacjentdéw nie zostata zaprojektowana na podstawie
cech klinicznych, ani wyselekcjonowana pod wzgledem parametréw biologicznych lub
prognostycznych. Wiaczone 20 0sob reprezentuje typowa populacje pacjentow leczonych w

danym o$rodku, a nie wybrang na potrzeby niniejszej pracy.

7.2.2. Analiza cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza

Na podstawie CzeSci badawczej I wytypowano test uwalniania kalceiny jako
podstawowa metoda oceny CDC na potrzeby CzeSci badawczej II. Badania
przeprowadzono zgodnie z procedura opisang wcze$niej w Rozdziale 6.2.3. We wszystkich
analizowanych warunkach eksperymentalnych inkubowano 2 x 10° komoérek CLL w
obecnosci 20% surowicy autologicznej lub referencyjnej NHS, suplementowanej RTX lub
obinutuzumabem w st¢zeniu 50 pg/ml. Sygnat uzyskany z komorek traktowanych 30%

DMSO przyjeto jako 100% lizy.

7.2.2.1. Cytometria przeplywowa

Analize ekspresji antygenéw CD20, CD46, CDS55 oraz CD59 przeprowadzono metoda
cytometrii przeptywowej. We wszystkich warunkach eksperymentalnych inkubowano 2 x
10° komorek przez 30 min w temperaturze pokojowej z przeciwcialami monoklonalnymi
skierowanymi przeciwko CD46 (klon MEM-258), CD55 (klon MEM-118) lub CD59 (klon
MEM-43) (wszystkie firmy ImmunoTools), stosowanymi w koncowym stezeniu 15 pg/ml,
lub z odpowiadajagcymi im kontrolami izotypowymi o zgodnej klasie. Po zakonczeniu
inkubacji komorki doktadnie ptukano w PBS w celu usunigcia niezwigzanego przeciwciala
pierwszorzegdowego, a nastepnie znakowano drugorzgdowym przeciwciatem kozim
przeciwko immunoglobulinom myszy, w postaci fragmentu F(ab’)., sprzgzonym z
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC; Dako; rozcienczenie 1:75). Zastosowanie fragmentow
F(ab’). pozwalalo na ograniczenie nieswoistego wigzania zaleznego od receptoréw Fc. Po
kolejnym etapie ptukania komoérki analizowano przy uzyciu cytometru przeplywowego
CytoFLEX3 (Beckman Coulter), przy zachowaniu identycznych ustawien aparatu dla
wszystkich probek w danej serii eksperymentalnej. Ekspresj¢ CD20 oznaczano z
wykorzystaniem RTX w stgzeniu 10 pg/ml, stosowanego jako przeciwciato
pierwszorzedowe, po ktérym nastgpowala inkubacja z drugorzedowym przeciwciatem
kozim anty-mysim F(ab’). sprzezonym z FITC (Dako; 1:75). Pomiar kontrolny dla CD20

wykonywano z uzyciem wylacznie przeciwciala drugorzedowego w celu oceny tla
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fluorescencji. Analiz¢ danych prowadzono po wykluczeniu zanieczyszczen 1 resztek
komoérkowych na podstawie parametrow FSC/SSC. Wyniki przedstawiano jako mediang
intensywnosci fluorescencji (MFI) dla poszczegolnych antygenow CD, po odjeciu sygnatu
odpowiadajagcego odpowiedniej kontroli izotypowej lub fluorescencji proby kontrolne;j.
Uzyskane wartosci MFI traktowano jako miar¢ wzglgdnej ekspresji analizowanych

antygenow na powierzchni komorek.

7.2.2.2. Test CDC w Srodowisku pelnej krwi

Od trzech zdrowych ochotnikéw pobrano prébki krwi o objetosci 4 mL, ktore
nastepnie natychmiast mieszano z hirudyna/leprirudyng (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) do koncowego stezenia 30 U/mL. Lepirudyna zostala zastosowana jako antykoagulant
w modelu krwi pelnej ze wzglgdu na jej minimalny wplyw na aktywno$¢ uktadu
dopetniacza. W przeciwienstwie do powszechnie stosowanych antykoagulantow, takich jak
heparyna, wersenian czy cytrynian, ktére mogg hamowac lub nieswoiscie modulowaé
aktywacje¢ dopelniacza poprzez chelatowanie jondw wapnia i magnezu badz oddziatywanie
z biatkami osocza, lepirudyna dziala selektywnie jako bezposredni inhibitor trombiny i nie
zaburza przebiegu kaskady dopelniacza. Z tego wzgledu zostata ona uznana za preferowany
antykoagulant w modelach krwi pelnej przeznaczonych do badania mechanizmow
zaleznych od dopelniacza, umozliwiajac zachowanie fizjologicznej aktywnosci tej kaskady

oraz wiarygodng CDC*#

. Do czasu rozpoczgcia eksperymentu probki krwi przechowywano
w temperaturze lodu. Dalsze etapy procedury eksperymentalnej prowadzono zasadniczo
zgodnie z protokotem testu CDC na komorkach Raji.

Zastosowanie probek od zdrowych dawcow zamiast od pacjentow z CLL mozna
rozpatrywa¢ jako jedno z ograniczen przedstawionego modelu, gdyz parametry
morfologiczne krwi 0s6b zdrowych i chorych mogg si¢ istotnie r6znié. Z jednej strony wybor
materiatu pobranego od zdrowych dawcow byl poklosiem limitowanego dostepu do krwi
chorych, okreslonego na wstepie badania poprzez zgody odpowiedniej komisji bioetyczne;.
Z drugiej strony, przeprowadzenie tego typu doswiadczen z wykorzystaniem krwi od
zdrowych ochotnikow umozliwilo okreslenie wpltywu naturalnych populacji komorek
efektorowych, w szczego6lnosci komoérek NK, monocytow i granulocytow, ktore moga
wspotuczestniczy¢ w eliminacji komoérek docelowych poprzez ADCC oraz wchodzi¢ w
interakcje o charakterze zardwno antagonistycznym jak i addytywnym z aktywowanym

uktadem dopetniacza. Spojne wyniki otrzymane dla probek od wszystkich trzech dawcow

94



utwierdzajg w przekonaniu, iz co do zasady obecno$¢ innych efektoréw uktadu
immunologicznego nie zaburza istotnie obserwowanego w surowicy efektu hiperaktywacji

uktadu dopetniacza poprzez suplementacj¢ wariantem GoF biatka C2.

7.2.3. Wariant typu GoF bialka C2

Zasadnicze aspekty teoretyczne oraz literatur¢ przedmiotu omdwiono szeroko we
Wstepie niniejszej monografii. (patrz. Rozdzial 5.2.1). Sekwencja cDNA wild-type C2
(numer dostgpu NM 000063.5), rozszerzona o sekwencje szesciu reszt histydynowych na
C-koncu, a takze sekwencje wariantdéw poczwornie zmutowanych, zostaty zoptymalizowane
pod wzgledem uzycia kodonéw, zsyntetyzowane i sklonowane do wektora ekspresyjnego
pCEP4 w ramach ustugi GeneArt Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). Uzyskane konstrukty plazmidowe transfekowano do komorek HEK293 FreeStyle
(Thermo Fisher Scientific, USA) z wykorzystaniem odczynnika FreeStyle MAX, zgodnie z
zaleceniami producenta. Pozywke hodowlang FreeStyle 293 Expression Medium (Thermo
Fisher Scientific, USA) zbierano w 2., 4. oraz 7. dniu po transfekcji, a nastepnie
przechowywano w temperaturze —80°C do momentu dalszego oczyszczania biatek.
Rekombinowane biatka oczyszczano metoda chromatografii powinowactwa z uzyciem
kolumny HisTrap FF (GE Healthcare, USA). Elucj¢ prowadzono przy zastosowaniu
gradientu imidazolu o maksymalnym stezeniu 0,7 M. Po etapie oczyszczania bufor
wymieniano na PBS. Czysto$¢ otrzymanych preparatow oceniano metoda elektroforezy
SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforeza
w zelu poliakrylamidowym w obecnos$ci dodecylosiarczanu sodu) z nastepczym barwieniem

bigkitem Coomassie.
7.3. Wyniki cz¢sci badawcezej 11

Wyniki testow CDC indukowanej przez przeciwciata anty-CD20 wobec komorek CLL
izolowanych od pacjetndw zostaly zbiorczo przedstawione na Rye. 7. Komodrki CLL
wykazywatly niska podstawowa wrazliwo§¢ na CDC. Inkubacja komoérek CLL z
przeciwcialami monoklonalnymi anty-CD20 (RTX lub obinutuzumab) rozcienczonymi w
PBS zawierajacym 20% surowicy autologicznej prowadzita do zwigkszonej eliminacji
komorek w poréwnaniu z inkubacja w PBS bez dodatku surowicy, przyjetym jako warunek
kontrolny i punkt odniesienia dla oceny aktywnos$ci CDC, jedynie u sze$ciu pacjentéw (#7,
#8, #9, #15, #18, #19). W zadnym z tych przypadkéw aktywnos¢ CDC surowicy
autologicznej nie byta nizsza niz aktywno$¢ NHS. Po dodaniu hiperaktywnego sktadnika C2
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zaobserwowano natomiast ostabiong aktywno$¢ CDC surowicy autologicznej w poréwnaniu
z NHS w prébkach pochodzacych od trzech pacjentdw (#5, #6, #7). Wyniki te wskazuja, ze
potencjalny funkcjonalny niedobor dopetniacza u pacjentow z CLL nie wptywa istotnie na
podstawowg aktywno$¢ CDC indukowang przez same komorki CLL, lecz moze ujawniad
si¢ dopiero w warunkach celowego wzmocnienia CP i jedynie w ograniczonej podgrupie
przypadkow.

Aktywno$¢ CDC w komorkach CLL charakteryzowala si¢ znaczng zmiennos$cia
osobniczg, zarowno w warunkach bazowych, jak i po modulacji hiperaktywnym biatkiem
C2. W wiekszosci badanych probek obserwowano niska podatno$¢ komoérek CLL na CDC
indukowang przeciwciatami anty-CD20 w obecnos$ci surowicy autologicznej, co potwierdza
ograniczong efektywno$¢ endogennego uktadu dopetniacza w tej jednostce chorobowe;.
Jedynie w szesciu przypadkach dodanie surowicy autologicznej prowadzito do wyraznego
zwickszenia lizy komodrek w poréwnaniu z warunkami bezsurowiczymi. Suplementacja
rekombinowanym skladnikiem C2 istotnie modyfikowata odpowiedz CDC w znacznej
czesci probek, jednak efekt ten nie byt jednorodny. W 16 z 20 przypadkow zastosowanie
wariantu 4X C2 w polaczeniu z RTX skutkowalo co najmniej dwukrotnym wzrostem
aktywnosci cytotoksycznej wzgledem warunkéw bez dodatku C2. W czgscei tych probek
porownywalny efekt uzyskiwano rowniez po dodaniu rekombinowanego biatka C2 typu
dzikiego (wild-type C2), co wskazuje, ze w tej podgrupie skutecznos¢ CDC byla
ograniczana glownie dostgpnoscig funkcjonalnego sktadnika C2, a nie jego aktywnoS$cia
biologiczng. Odmiennie, w kilku probkach istotne wzmocnienie CDC obserwowano
wytacznie po zastosowaniu wariantu 4X C2, co sugeruje istnienie dodatkowych ograniczen
w aktywacji CP, niwelowanych dopiero przez silniejsze wzmocnienie tworzenia i stabilno$ci
konwertazy C3. Analogiczne tendencje zaobserwowano w eksperymentach z
obinutuzumabem, jednak liczba probek reagujacych na suplementacj¢ C2 oraz zakres
uzyskanego wzmocnienia CDC byly mniejsze niz w przypadku RTX, co pozostaje zgodne z
odmiennym profilem aktywacji efektoréw immunologicznych przez przeciwciata anty-

CD20 typu 1L
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Legenda:

-dod. C2 — warunek eksperymentalny bez dodatku sktadnika C2 uktadu dopetniacza

+WT — warunek eksperymentalny z dodatkiem sktadnika C2 typu dzikiego (wild type)

+4X — warunek eksperymentalny z dodatkiem poczwdrnego wariantu typu gain-of-function

(GoF) biatka C2

-dod. C2, -surowica — warunek kontrolny bez dodatku surowicy ani sktadnika C2 uktadu

dopetniacza (wyltacznie PBS oraz przeciwciato terapeutyczne)

% pelnej lizy — odsetek komorek ulegajacych lizie (gdzie sygnal uzyskany z komodrek
poddanych dziataniu 30% DMSO przyjeto jako 100% lizy)

RTX NHS - rytuksymab inkubowany z referencyjna surowica ludzka

RTS surowica pacjenta - rytuksymab inkubowany z surowicg autologiczng pacjenta

OBI NHS - obinutuzumab inkubowany z referencyjng surowicg ludzka

OBI surowica pacjenta - obiunutuzumab inkubowany z surowicg autologiczng pacjenta
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W celu identyfikacji potencjalnych determinant odpowiedzi na suplementacje C2
przeanalizowano ekspresj¢ CD20 oraz btonowych regulatorow dopetniacza CD46, CDS55 i
CD59 w wybranych probkach CLL. Badanie miato charakter pilotazowy, stad jego
ograniczony zakres. Wyniki zostaly przedstawione na Ryc. 8. Analiza ta nie wykazata
jednoznacznej zalezno$ci pomigdzy poziomem ekspresji badanych antygenéw ani ich
wzajemnymi proporcjami a podatnoscia komoérek na wzmocnienie CDC. Probki
charakteryzujace si¢ podobnym profilem ekspresji inhibitorow dopelniacza wykazywaty
odmienne odpowiedzi funkcjonalne, natomiast réznice w ekspresji CD20 nie korelowaty w
sposob spojny z efektem suplementacji C2. Wyniki te wskazuja, ze prosta ocena fenotypowa
komoérek CLL, ograniczona jedynie do ekspresji celu terapeutycznego i gltéwnych
regulatorow dopelniacza, nie pozwala na wiarygodng predykcje skuteczno$ci
farmakologicznego wzmocnienia CDC w warunkach fizjologicznego st¢zenia surowicy. Na
podstawie wynikéw badania pilotazowego postanowiono nie kontynuowac analiz na

pozostatych probkach.
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Ekspresja antygenow CD20, CD46, CD55 1 CD59 u pacjentéw z CLL — badanie pilotazowe*

Legenda:

MFI dla antygenu CD - MFI dla kontroli izotypowej - roznica migdzy S$rednig
intensywnoscia fluorescencji (MFI) antygenu CD a $rednig intensywnoscia fluorescencji

kontroli izotypowej lub kontroli bez przeciwciata pierwszorzedowego (dla CD20)

*(Zaprezentowane dane stanowig S$rednie wartosci uzyskane z dwoch powtdrzen

technicznych. Stupki btgdow przedstawiaja odchylenie standardowe.)

Zrédto: opracowanie wlasne
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Analiza korelacji z parametrami klinicznymi wykazata istotng dodatnig zalezno$¢
pomigdzy poziomem limfocytozy a nasileniem CDC indukowanej RTX po suplementacji
wariantem 4X C2 (Spearman R = 0,568; p = 0,013; Ryc. 9.). Analogiczna analiza
przeprowadzona dla CDC indukowanego obinutuzumabem nie wykazala istotnej
statystycznie korelacji, Podobnie, pozostale analizowane parametry kliniczne i biologiczne
nie wykazywaty istotnych korelacji ani nie pozwalaty na wyodrebnienie podgrup pacjentow
roznigcych si¢ podatnos$cig na wzmocnienie CDC. Uzyskany wynik wskazuje, ze catkowite
obcigzenie chorobg, odzwierciedlone liczbg krazacych limfocytow, moze stanowi¢ czynnik
wspotistniejacy z podatno$cig na intensyfikacje aktywacji dopelniacza, jednak nie pozwala
na jednoznaczne wnioskowanie przyczynowo-skutkowe. Podsumowujac, przedstawione
dane wskazuja, ze skuteczno$s¢ wzmocnienia CDC w CLL poprzez suplementacje sktadnika
C2 jest zjawiskiem heterogennym i nie moze by¢ przewidywana na podstawie pojedynczych
parametréw fenotypowych ani standardowych cech klinicznych. Wyniki te uzasadniaja
dalsze badania nad funkcjonalnymi ograniczeniami aktywacji dopetniacza w CLL oraz nad
identyfikacja markeréw predykcyjnych odpowiedzi na strategie ukierunkowane na

farmakologiczne nasilanie aktywnosci CP.

RTX

61 Spearman R= 0.568
° p=0013"*

0 50 100 150
Liczba limfocytow (10%/1)

CDC przy 4X / CDC bez suplementac;i
i
°
b )
)
°
°

Ryc. 9.

Korelacja pomiedzy liczbg limfocytdéw a nasileniem cytotoksycznosci zaleznej od
dopetiacza (CDC) indukowanej rytuksymabem (RTX) po suplementacji wariantem 4X C2

Legenda:

CDC przy 4X / CDC bez suplementacji — stosunek CDC po suplementacji wariantem
4XC2 do CDC bez dodatku biatka C2

Zrédlo: opracowanie wlasne
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Eksperyment przeprowadzony na komorkach linii Raji w warunkach petnej krwi
wykazal, ze dodanie wariantu GoF biatka C2 prowadzito do wyraznego nasilenia CDC
indukowanej przez obinutuzumab. Efekt ten byl silniejszy niz analogiczne nasilenie
obserwowane w warunkach surowicy, podczas gdy w przypadku komorek traktowanych
RTX aktywno$¢ CDC byta zblizona zaréwno we krwi pelnej, jak i w surowicy. Wyniki te,
przedstawione zbiorczo na Rye. 10. sugeruja, ze w kontekscie krotkoterminowej
cytotoksycznos$ci obinutuzumab moze efektywnie wykorzystywaé aktywacje uktadu

dopehiacza jako dodatkowy mechanizm efektorowy w fizjologicznym S$rodowisku krwi

peinej.

Dawcanrl Dawca nr2

1201 1201

100+ 100 =

% lizy catkowitej
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b

Dawca nr 3

Ocena cytotoksycznosci zaleznej od dopetlniacza (CDC) w modelu krwi petnej pochodzace;j

od zdrowych dawcoéw w komorkach linii Raji *

*(Zaprezentowane dane stanowig S$rednie wartosci uzyskane z dwoch powtdrzen

technicznych. Stupki btedoéw przedstawiajg odchylenie standardowe.)

Zrédto: opracowanie wlasne
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Legenda:

% lizy calkowitej — odsetek komorek ulegajacych lizie (sygnat uzyskany z komorek

poddanych pelnej lizie po zastosowaniu 30% DMSO przyjeto jako 100% lizy)

+C2 4X — warunek eksperymentalny z dodatkiem poczwornego wariantu typu gain-of-

function (GoF) biatka C2

krew/PBS 1:1 (slupki czarne) — warunek eksperymentalny przeprowadzony w

mieszanienie krwi pelnej zdrowych dawcow i PBS w stosunku 1:1

surowica/PBS 1:1 (shupki szare) — warunek eksperymentalny przeprowadzony w

mieszanienie surowicy zdrowych dawcow i PBS w stosunku 1:1
7.4. Dyskusja czeSci badawczej 11

Wsrod chorob limfoproliferacyjnych wywodzacych si¢ z komorek CD20-dodatnich,
komoérki CLL wykazuja nizszg podatno$¢ na immunoterapi¢ przeciwciatami
monoklonalnymi niz komorki chtoniakoéw nieziarniczych, co wynika zaréwno z ich
wlasciwosci molekularnych!#8, jak i z niekorzystnej farmakokinetyki terapeutycznych
przeciwciat prowadzacej do ich przyspieszonego klirensu®”?. Jednym z gtéwnych ograniczen
skutecznos$ci przeciwciatl anty-CD20 typu I, takich jak RTX, pozostaje wzglednie niska
efektywnos¢ CDC, pomimo zachowanej zdolno$ci do rekrutacji Clq. Ograniczenia te staty
si¢ bodZcem do opracowania kolejnych generacji przeciwciat anty-CD20. Obinutuzumab,
jako przeciwcialo typu II, charakteryzuje si¢ niska zdolnoscia do indukcji CDC, przy
jednoczesnym nasileniu bezposredniej cytotoksycznosci oraz efektywnej aktywacji ADCC,
co wynika z odmiennej topologii wigzania do CD20 1 mniejszego sprzyjania oligomeryzacji
kompleksow immunologicznych.?*> Mechanizmy opornosci na CDC w CLL majg charakter
wieloczynnikowy. Badania na komoérkach CLL pacjentéw wykazaty, ze po ekspozycji na
ofatumumab (przeciwciato typu I, cechujace si¢ jeszcze silniejszym od RTX potencjalem
aktywacji dopelniacza) dochodzi do istotnej redukcji ekspresji CD20 oraz spadku stezenia
dopetniacza w surowicy, co koreluje z narastajacg opornoscig na CDC pomimo poczatkowe;j
odpowiedzi terapeutycznej.>** Mechanizm ten wskazuje, Ze obniZenie ekspresji antygenu
CD20 w czasie terapii jest klinicznie relewantnym czynnikiem opornos$ci 1 Ze ta nie moze
by¢ w pelni wyttumaczona jedynie roznicami w ekspresji regulatorow dopelniacza, takich

jak CD46, CD55 czy CD59. Ponadto, regulatory btonowe dopetniacza utatwiaja degradacje
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czynnikow kaskady, zwtaszcza konwertazy C3 co ogranicza efektywne tworzenie MAC.
Badania molekularne wykazaty, ze regiony C3b podatne na inaktywacje przez FI stanowia
istotny punkt ograniczajacy skutecznos¢ CDC w komoérkach opornych. Ograniczenie tej
degradacji prowadzi do zwigkszenia efektywnosci CDC w ukladach zawierajacych

331 Wyniki te pozostajg w

przeciwcialo oraz prawidlowa surowice zdrowych dawcow.
zgodzie z doniesieniami, ze wyciszanie lub blokowanie blonowych regulatorow
dopehiacza, takich jak CD46, CD55 1 CD59, wyraznie zwigksza skuteczno$¢ CDC, takze w

332333 Nasze dane

modelach komorkowych chtoniakow 1 innych nowotworow.
eksperymentalne wskazuja, ze ograniczona aktywacja dopetniacza na etapie inicjacji moze
by¢ przezwyci¢zona dzigki modyfikacjom na dalszych etapach kaskady. Wykazano, ze
suplementacja surowicy wariantem gain-of-function biatka C2 umozliwia zwigkszenie CDC
rowniez w modelu z zastosowaniem obinutuzumabu, mimo suboptymalnej rekrutacji
C1q."*® W niniejszej czeéci badawczej doktoratu wariant 4X biatka C2 zwigkszat CDC
indukowang przez obinutuzumab w czgsci analizowanych probek CLL (pacjenci #4, #6 i
#7), jednak efekt ten byl stabszy niz obserwowany w przypadku RTX. Najwigkszy wzrost
cytotoksyczno$ci obserwowano w probkach traktowanych RTX, co wskazuje, ze
skuteczno$¢ tego przeciwciala moze by¢ modulowana na poziomie dostgpnosci lub
wydajnosci konwertaz dopelniacza, a nie wylacznie na etapie inicjacji kaskady. Strategie
kliniczne wzmacniania efektéw CDC obejmujg projektowanie przeciwcial z substytucjami
w domenie Fc w celu promowania oligomeryzacji na powierzchni komorek (,,hexamer-
enhancing”), co doprowadzito do znaczaco wyzszej efektywnosci CDC wobec komorek
CLL niz wersje dzikie przeciwciat®*®. Zwigkszenie CDC po suplementacji wariantem 4X C2
bylo czestsze w probkach pochodzacych od pacjentow z wysoka limfocytoza (Rye. 9.), przy
braku jednoznacznej zaleznos$ci od poziomu ekspresji CD20 oraz btonowych regulatorow
dopetiacza CD46, CD55 1 CD59 (Rye. 8.). Wyniki te koresponduja z literatura pokazujaca,
ze ekspresja CD20 1 regulatoréw dopelniacza nie koreluje liniowo z wrazliwoscig na CDC
w komorkach pierwotnych, co moze wynika¢ z rdznic w receptorach Fey 1 redystrybucji
antygenéw w blonie.¥* Wysoka calkowita masa komorek nowotworowych,
charakterystyczna dla pacjentow z nasilong limfocytoza, koreluje z przyspieszonym
klirensem RTX *° co ogranicza dostgpno$¢ przeciwciala w krazeniu i podkresla
konieczno$¢ wzmacniania wydajnosci mechanizmow efektorowych. W tym kontekscie
produkty rozszczepienia dopelniacza, w szczegdlnosci CS5a, odgrywaja istotng rolg w
modulowaniu odpowiedzi immunologicznej poprzez rekrutacj¢ komorek efektorowych

uktadu odpornosciowego do bezposredniego kontaktu z komorkami docelowymi. C5a dziata
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jako silny chemoatraktant, przyciggajac neutrofile, monocyty oraz komodrki NK, co
umozliwia wzmocnienie ADCC w obrgbie miejsc kontaktu miedzy komodrkami
nowotworowymi a komorkami efektorowymi. W rezultacie aktywacja kaskady dopetniacza
1 funkcje komorek efektorowych wspoéidzialajg synergicznie, wzmacniajagc odpowiedz
immunoterapeutyczng nawet przy ograniczonej dostepnosci przeciwciala terapeutycznego.
Mechanizm ten podkresla translacyjng warto$¢ ukierunkowanej modulacji dopetniacza jako
strategii zwiekszania efektywnosci terapii przeciwciatami anty-CD20 w CLL.3%
Generowanie produktow rozszczepienia biatek dopetniacza, takich jak C5a, wykazuje
potencjalne korzysci w rekrutowaniu efektorowych komorek uktadu odpornosciowego i
wzmacnianiu ADCC, co sugeruje synergiczny efekt dopetniacza i komorek efektorowych w
odpowiedzi immunoterapeutycznej.

Uzyskane w tej czegsci badawczej wyniki nie potwierdzaja obecnosci glebokich
funkcjonalnych niedoboréw uktadu dopeiniacza u chorych na CLL, postulowanych we

wczesniejszych pracach??3324235

. Rozbieznosci te moga wynika¢ z odmiennych podejsé
metodologicznych, obejmujacych zastosowanie przeze mnie wyzszych, zblizonych do
fizjologicznych stezen surowicy oraz bezposredni pomiar lizy komoérek nowotworowych
jako punktu koncowego analizy zamiast pomiarow markeréw aktywacji dopelniacza
metodami immunoenzymatycznymi w uktadzie wymuszonej aktywacji na powierzchni
mikroptytek lub zastosowania testOw z owczymi erytrocytami, ktdre operuja na bardzo
niskich st¢zeniach surowicy. Takie podejscie umozliwia oceng¢ wydolno$ci dopetniacza w
warunkach blizszych rzeczywistemu kontekstowi terapeutycznemu 1 uwypukla, ze
zasadniczym determinantem CDC w CLL jest zaréwno funkcjonalno$¢ komponentdéw
dopetniacza, jak 1 strukturalne uwarunkowania kompleksow immunologicznych na
powierzchni komodrek. Przedstawione dane eksprymentalne oraz najnowsze doniesienia
literaturowe wskazuja, ze uktad dopetiacza u pacjentdow z CLL pozostaje funkcjonalnie
aktywny, a jego celowana modulacja na poziomie konwertaz oraz inzynieryjne ulepszenia
przeciwcial stanowig obiecujacg strategi¢ zwiekszania skutecznosci przeciwciat anty-CD20,
szczegblnie w konteks$cie terapii skojarzonych, precyzyjnego projektowania mAb oraz

manipulacji regulatorami dopetniacza.
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8. Whnioski koncowe

Przedstawione w niniejszej monografii badania potwierdzaja kluczowa role uktadu
dopetiacza jako mechanizmu efektorowego immunoterapii opartej na przeciwciatach
monoklonalnych  skierowanych przeciwko antygenowi CD20 w  chorobach
limfoproliferacyjnych. Aktywacja CP prowadzi do powstania konwertaz C3 oraz
formowania MAC, co umozliwia eliminacj¢ komodrek docelowych w mechanizmie CDC.
Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze skutecznos$¢ aktywacji kaskady dopetniacza nie jest
determinowana wylacznie przez etap inicjacji zwigzany z rekrutacja sktadnika Clq przez
kompleks antygen—przeciwciato, lecz moze by¢ modulowana rowniez na dalszych etapach
kaskady poprzez wplyw na aktywno$¢ konwertaz dopetniacza. Ten konkretny aspekt pracy
stanowi novum w dziedzinach hematoonkologii i immunoterapii i stwarza przestanki do
rozwinigcia strategii terapeutycznych opartych nie na tworzeniu nowych wariantow
przeciwcial antynowotworowych ale na wykorzystniu istniejacych juz lekow 1
maksymalizacji ich efektywnos$ci poprzez jednoczesng suplementacje surowicy pacjenta
odpowiednimi skladowymi dopetniacza. Nasze wcze$niejsze prace wykazaly, ze
zastosowanie wariantow GoF sktadnika C2 w modelach ludzkich linii immortalizowanych
komorek chloniaka eksprymujacych CD20 prowadzi do zwigkszenia stabilno$ci oraz
aktywnosci klasycznej konwertazy C3 (C4b2a), co przektada si¢ na nasilenie CDC
indukowanej przez przeciwciata terapeutyczne. Wzmocnienie aktywnosci konwertazy
umozliwiatlo zwigkszenie efektywnosci eliminacji komoérek nowotworowych w
zaprezentowanych modelach eksperymentalnych oraz pozwalato na uzyskanie wysokiej
aktywnosci CDC réwniez w przypadku przeciwcial anty-CD20 typu II, takich jak
obinutuzumab, ktéore w warunkach standardowych wykazuja ograniczong zdolnos¢ do
aktywacji dopelniacza ze wzgledu na odmienny sposdb wigzania antygenu CD20 1 brak
zdolnosci do tworzenia wyzszych struktur oligomerycznych sprzyjajacych rekrutacji Clq.
W niniejszej pracy udowodniono, ze zaproponowane podejscie przynosi pozadany efekt w
warunkach ex vivo, gdzie jako model uzywamy komoérek CLL o wysokim stopniu opornosci
na terapie anty-CD20 oraz autologiczng surowic¢ pacjentdw pobrang przez rozpoczeciem
leczenia. Nalezy zauwazy¢, ze w opisywanych warunkach znacznie korzystniejsze wyniki
suplementacji wariantem GoF biatka C2 uzyskano przy zastosowaniu rytuksymabu, gdzie
znacznie podniesienie wydajnosci CDC uzyskano w probkach od ponad potowy badanych
pacjentow, natomiast w przypadku zastosowania obinutuzumabu efekt byt zauwazalny

jednynie w kilku przypadkach. Zwazywszy jednak na dodatkowe mechanizmy efektorowe
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przeciwcial typu II, opisywany efekt moze addytywnie przetozy¢ si¢ na ogolne zwigkszenie
efektywnosci obinutuzumabu w warunkach in vivo. Z drugiej strony, testowane biatko C2
moze doczekac si¢ w przysztosci jeszcze bardziej wydajnych wariantow, podobnie jak inna
sktadowa CP — biatko C4. Uzyskane wyniki wskazujga rOwniez na znaczng heterogennos¢
odpowiedzi komorek nowotworowych na wzmocnienie aktywnosci dopeilniacza. W
badaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem pierwotnych komoérek CLL wykazano ich
zréznicowang podatnos$¢ na CDC oraz na jej wzmocnienie poprzez suplementacj¢ wariantem
GoF biatka C2. Analiza fenotypowa komorek nie wykazala jednoznacznej zaleznosci
pomiedzy poziomem ekspresji antygenu CD20 ani ekspresja blonowych regulatorow
dopetniacza (CD46, CD55 i CD59) a podatnoscia komoérek na wzmocnienie CDC, co
wskazuje na bardziej zlozony charakter regulacji odpowiedzi komoérek CLL na aktywacj¢
dopetniacza. Analiza parametrow klinicznych wykazata dodatnig korelacj¢ pomiedzy
stopniem limfocytozy a nasileniem cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza po
zastosowaniu wariantu C2 o zwigkszonej aktywnosci, co sugeruje zwigzek pomig¢dzy
obcigzeniem choroba a podatnoscig komorek nowotworowych na modulacje aktywnos$ci
kaskady dopelniacza. Jednocze$nie uzyskane wyniki nie potwierdzaja obecno$ci
powszechnych, glebokich niedoborow funkcjonalnych uktadu dopetniacza u chorych na
CLL. Dane te wskazuja, ze uktad dopelniacza u wigkszoSci pacjentdow pozostaje
funkcjonalnie aktywny i moze stanowi¢ skuteczny mechanizm efektorowy immunoterapii.

Wyniki 1 wnioski zawarte w niniejszej monografii maja potencjalny wymiar
translacyjny. Zastosowane podejscie polegajace na wzmacnianiu aktywnosci konwertaz
dopeliacza stanowi strategie, ktora moze zosta¢ wykorzystana jako element terapii w
leczeniu choréb limfoproliferacyjnych, zwigkszajac skuteczno$¢ stosowanych obecnie
przeciwcial monoklonalnych bez koniecznos$ci ich modyfikacji strukturalnej. W konteks$cie
klinicznym mogloby to przyczyni¢ si¢ do poprawy odpowiedzi terapeutycznej u pacjentow
wykazujacych ograniczong wrazliwos¢ na standardowg immunoterapi¢ przeciwcialami
anty-CD20. Jednoczesnie nalezy podkresli¢ oczywiste ograniczenia zaprezentowanych
badan. Eksperymenty maja charakter w duzej mierze mechanistyczny. W kolejnym etapie
wymagaja one rozszerzenia o badania na bardziej ztozonych modelach zwierzecych, a w
dalszej perspektywie w badaniach translacyjnych. Monografia prezentuje spojng koncepcje
badawczg modulacji mechanizmu dziatania przeciwciat anty-CD20 typu Il oraz kierunki jej

dalszego rozwoju.
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