BISPECIFICNA PROTITELESA:
STRUKTURA, PRINCIP DELOVANJA,
NEZELENI UCINKI

Povzetek

Imunoterapevtski pristopi so spremenili pojmovanje sistemskega
zdravljenje raka. Med razlicnimi oblikami imunoterapije se pojavija
uporaba bispecifi€nih protiteles kot inovativha oblika zdravljenja.
Bispecificna protitelesa vkljuCujejo delovanje imunskega sistema kot
strategijo, ki preusmerja aktivacijo prirojene in pridobljene imunosti proti
specificnim antigenom, ki so produkt tumorskih celic.

Uvod

Napredek v biotehnologiji in rekombinantnih tehnikah je omogo¢il razvoj
Stevilnih pristopov priprave protiteles in konstruktov, ki vklju€ujejo
protitelesa ali njihove dele. Poleg intaktnih imunoglobulinov G so v
postopkih klinicnih preskusanj tudi konjugati protiteles z razli¢nimi
ucinkovinami in bispecifi¢na protitelesa. Standardna humana protitelesa
so monospecifi€na protitelesa, pri katerih obe vezavni mesti veZeta isto
tarco (isti epitop).

Definicija bispecificnih protiteles

Bispecificna protitelesa so bolj kompleksne molekule kot standardna
protitelesa, pri katerih vezavna mesta vezejo razlicne tar€e (razlicne
epitope). Bispecifi¢na protitelesa se med seboj mo¢no razlikujejo po svoji
sestavi in posledi¢no po mehanizmu delovanja. Vezava razliénih taré
omogoCa bodisi vzpostavljanje kontakta imunsko zmoznih celic s
tumorskimi celicami in posledi¢no delovanje imunsko zmoznih celic na
tumorske celice preko imunskih mehanizmov in/ali prenos ucinkovin
(citotoksi¢nih, radioaktivnin) v tumorske celice in/ali blokado
signaliziranja, ki je pomembno za prezivetje tumorskih celic in tumorjev
v celoti. Za vsakega od mehanizmov delovanja so potrebne specificne
farmakokinetske znacilnosti bispecifi¢nih protiteles, kar lahko dosezemo
s spreminjanjem strukture bispecifi¢nih protiteles.

Normalna zgradba protitelesa IgG
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Normalna zgradba protitelesa 19G je prikazana na Sliki 1, hkrati slika
prikazuje tudi enoverizni variabilni fragment.

Slika 1. Zgradba protitelesa 1gG, zgradba enoveriznega variabilnega
fragmenta (scFv).

Protitelo ima dva funkcionalna dela: regijo Fc in vezalno mesto Fab.
Regija Fc posreduje efektorske funkcije, ki vodijo do imunsko
posredovanega uni¢enja tarCe. Regija Fc tudi prepoznava t. i. neonatalni
receptor, kar pomembno vpliva na regulacijo serumskih koncentracij 1IgG
in podaljSa bioloSko razpolovno dobo protitelesa. Regija Fab vkljuCuje
variabilne fragmente, ki tvorijo vezavno mesto/vezavna mesta. Obe
vezavni mesti veZeta isti epitop — protitelo je zato bivalentno, vendar
monospecifi€no. Bispecifitna protitelesa, ki imajo afiniteto do dveh
razliénih epitopov, se posledicno veZejo na dve tar€i, bodisi
monovalentno ali bivalentno, glede na strukturo bispecificnega
konstrukta.

Priprava bispecifi¢nih protiteles

Bispecificna protitelesa lahko tvorimo s kvadromom, ki nastane s fuzijo
dveh hibridomov, lahko tudi s konjugacijo dveh obstojecih protiteles ali
njunih fragmentov. Precej prednosti pri pripravi bispecifi¢nih protiteles pa
ima genetski inZeniring in uporaba genetsko spremenjenih
rekombinantnih proteinov, saj omogoc¢a boljSi nadzor nad zdruZzevanjem
tezkih in lahkih verig in prepre€uje nakljuéno zdruzevanje le-teh.
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Struktura bispecifi¢nih protiteles

Strukturo (sestavo) bispecificninh protiteles lahko modificiramo na
razlicne nacine in s tem vplivamo na njihovo delovanje (funkcionalnost)
in poveCujemo njihovo ucinkovitost — npr. s spreminjanjem
imunogenosti, efektorskih funkcij in razpolovne dobe protitelesa.
Imunogenost protiteles zmanjSujemo tako, da imunogene dele protiteles,
ki izvirajo iz misi, nadomestimo s humanimi (himeri¢ni ali humanizirani
konstrukti).

Osrednjo vlogo za efektorsko funkcijo protitelesa ima regija Fc, ki
omogoca imunsko posredovane mehanizme celi€nega ubijanja, kot sta
s komplementom posredovana citotoksiCnost in s protitelesi
posredovana celi¢na citotoksi¢nost. Na to lahko vplivamo z modifikacijo
(glikiranje, sprememba sekvence aminokislin) ali celo popolno
odstranitvijo regije Fc. Glede na to delimo protitelesa na tista, ki
vklju€ujejo regijo Fc, in tista, ki so brez nje, ki so posledi¢no veliko
manj$a in s povsem spremenjenimi farmakokineti¢nimi lastnostmi.
Velikost konstrukta vpliva na njegovo razpolovno dobo, ¢im manjsi je
konstrukt, tem krajSa je njegova razpolovna doba. Velikost konstrukta
lahko zmanjSamo tudi z odstranitvijo nevezavnih delov regije Fab (
predela C. in Cui), v tem primeru ostanejo le variabilni fragmenti.
Variabilni fragmenti, povezani z enojno peptidno verigo, se imenujejo
enoverizni variabilni fragment (scFv), ki ima izrazito kratko razpolovno
dobo. PodaljSanje razpolovne dobe je mozno s povecCanjem velikosti
bispecificnega konstrukta ali vezavo konstrukta na albumin,
polietilenglikolni fragment ali z vezavo regije Fc na konstrukt.
Bispecificna protitelesa se v nasprotju s standardnimi protitelesi ne
vezejo vedno bivalentno na eno tarco. Bivalentna vezava sicer poveca
avidnost in lahko vpliva na farmakodinamiko konstrukta.

Mehanizmi delovanja bispecifi¢nih protiteles

Mehanizmi delovanja, ki so se izkazali kot ucinkoviti na podrocju
onkologije, vklju€ujejo predvsem:

- stabilno vzpostavljanje kontakta imunsko zmoznih celic s tumorskimi
celicami in posledic¢no njihovo delovanje na tumorske celice,

- prenos ucinkovin (citotoksi¢nih, radioaktivnih) v/do tumorske celice in
- blokado signaliziranja, ki je pomembno za delovanje tumorskih celic in
tumorjev v celoti.

Stabilno vzpostavljanje kontakta imunsko zmoznih celic s tumorskimi
celicami.

Vecina bispecificnih protiteles, ki so v kliniénih raziskavah in tudi ze
registriranih, sodi v to skupino.
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Bispecificna protitelesa, ki vezejo celice T CD3+

Vezava celic T in tumorskih celic (ki nosijo s tumorjem povezani antigen)
z bispecifi¢nim protitelesom sprozi nastanek citoliti¢ne sinapse. Celice T
sprostijo perforin in citotoksi¢ni granzim B, kar privede do smrti tumorske
celice. Dodatek kostimulatornega signala (kot npr. IL-2 in vitro) lahko
poveca ucinkovitost uni¢evanja tumorskih celic. Ugotovljeno je bilo tudi,
da igrajo imunske nadzorne toCke (npr. izrazanje PD-L1) pomembno
vlogo pri zmanjSevanju odgovora na bispecificne konstrukte, ki aktivirajo
delovanje celic T pri hematoloskih malignomih, zato je dodatek protiteles
proti PD1 ali proti PD-L1 k tem konstruktom povecal njihovo u€inkovitost.
V nekaterih primerih, ko so pomeSane tumorske celic, ki izrazajo s
tumorjem povezan antigen, s tistimi brez tega antigena, lahko
bispecifi¢ni konstrukt uniCuje tudi celice brez tega antigena (primer
bispecifi¢ni T-celiéni povezovalec antiCD3 x antiEGFR; bispecific T cell
engager-BiTE). S tumorjem povezani antigen bi moral biti ¢imbolj
specifi¢en za tumorske celice, ni pa potrebno, da je pomemben za
nastanek tumorja, temvec sluzZi za vezavo na membrani tumorske celice.
S tumorjem povezani antigeni hematoloSkih malignomov, ki sluzijo za
pripravo bispecifi¢nih konstruktov, so najpogosteje CD19, CD20, CD33,
FcRL5, CLEC12A, manj pogosto CD30, BCMA. S tumorjem povezani
antigeni solidnih tumorjev, ki sluZijo za pripravo bispecifi¢nih konstruktov,
so najpogosteje HER2, EGFR, PSMA, EPCAM, gp100. Za tumor
specifiCna antigena (intracelularna), ki sluzita za pripravo bispecifi¢nih
konstruktov, sta mutiran RAS peptid-HLA kompleks in mutiran p53
peptid-HLA kompleks. V tem primeru je namesto regije Fab protitelesa
vezavno mesto T-celi¢ni receptor.

Poleg aktivacije limfocitov T CD3+ pan je mozna aktivacija tudi y® celic
T, da se izognemo aktivaciji imunosupresivnih celic Treg in zmanjSamo
moznost nezelenih ucinkov. Bispecifitna protitelesa proti CD16A pa
aktivirajo celice ubijalke (angl. natural killer cells, NK), povecajo
sproS€anje proinflamatornih citokinov in kemokinov in ojacajo
protitumorsko delovanje NK celic.

Prenos ucinkovin (citotoksi¢nih, radioaktivnih) v/do tumorske celice
Bispecificna protitelesa imajo vecjo selektivnost in ucinkovitost v
primerjavi z monoklonalnimi protitelesi, zato so primerna tudi za prenos
u€inkovin v/do tumorske celice. Velja specifiCnost bispecifiCnih
konstruktov zmanjSuje nezelene ucCinke, zmoznost endocitoze pa
omogoca bolj u€inkovit transmembranski prenos ucinkovin.

Blokada signaliziranja, ki je pomembno za delovanje tumorskih celic in
tumorjev v celoti.
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Bispecificnha protitelesa, ki vezejo receptorje

Ker so s tumorji povezani antigeni izraZeni tudi na normalnih celicah, kar
povzro€a nezelene ucinke bispecificnih protiteles, obstaja moznost, da
kot tarCa sluzita dva s tumorjem povezana antigena ali dva epitopa
istega antigena, kar poveca specificnost bispecificnega konstrukta in
zmanjSa toksicnost. Poleg tega je pri malignih tumorjih prisotna
disregulacija ve¢ proteinov, tako da lahko hkratno ciljanje
kompenzatornih poti pove€a ucinkovitost in zmanjSa moznost pojava
rezistence. MoZen mehanizem delovanja je tako zavora dveh s tumorjem
povezanih antigenov, kar povecCa terapeviski ucinek s ciljanjem na
razli€ne signalne poti ali z vezavo na dva razlicna epitopa istega
receptorja.

Na povrSini imunsko zmoznih celic so Stevilni regulatorni proteini,
vkljuéno s proteini nadzornih imunskih tock, ki regulirajo aktivacijo,
proliferacijo in protitumorsko delovanje imunskih celic. S stimulacijo ali
zaviranjem relevantnih signalnih poti lahko zato dosezemo bolj
ucinkovito imunsko posredovano uniCevanje tumorskih celic. Npr.
bispecificni konstrukti, ki hkrati zavirajo CTLA-4 in PD-1/PD-L1,
omogocajo aktivacijo imunskih celic v tumorskem mikrookolju, kar vodi v
apoptozo tumorskih celic. ObetajoC pristop predstavlja tudi uporaba
bispecifitnega konstrukta z agonisti¢nim delovanjem na 4-1BB in OX40
(kostimulatorna receptorja).

Bispecificna protitelesa so lahko usmerjena proti receptorjem na
imunskih celicah (limfociti T, ki infiltirirajo tumor) in na tumorskih celicah,
kar aktivira protitumorsko aktivnost imunskih celic in direktno sproza
apoptozo tumorskih celic.

Bispecifi¢na protitelesa, ki vezejo citokine in receptorje

Priprava bispecifi¢nih protiteles, ki vezejo citokine, je omejena zaradi
kratkega razpolovnega €asa in visoke imunogenosti. Bodo¢nost je v
kombinirani uporabi z drugimi uc€inkovinami (npr. zaviralci imunskih
nadzornih tock).

Priprava bispecifi¢nih konstruktov proti dvema citokinoma je Se v zaCetni
fazi.

Tri- in tetraspecifiCna protitelesa

Kombinirana terapija, ki cilja na sinergisti¢ne poti, je pristop, ki omogoca
povec€anje ucinkovitosti protitumorske terapije. Celice T za aktivacijo
potrebujejo Stevilne signale. Posledicno so tri- in tetraspecificna
protitelesa priCakovano ucinkovitejSa na tem podrocju. Trispecifi¢na
protitelesa vkljuujejo tri razlicna vezavna mesta za antigene in
tetraspecificna protitelesa vkljuCujejo Stiri razliCna vezavna mesta za
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antigene, kar omogoca ucinkovitejSo povezavo celic in bolj u€inkovito
stimulacijo imunskih celic.

Nezeleni uéinki

Nezeleni ucinki pri uporabi bispecificnih konstruktov so lahko resni in
Zivljenje ogrozajodi. V visokem odstotku se pojavljajo imunski nezeleni
ucinki, kot so sindrom spros¢anija citokinov in nevrotoksi¢nost, povezana
z imunskimi celicami. Podroben opis obeh zapletov in ustrezno
ukrepanje je podano v drugih prispevkih v tem zborniku. Poleg tega se
pri aplikacijah nekaterih bispecificnih konstruktov lahko pojavija
hepatotoksicnost, ki je odvisna od odmerka (angl. off target, aktivnost in
toksi¢nost zunaj Zelenega cilja), okuzbe in hematoloSki nezeleni ucinki.
Pojavljanje imunskih nezelenih ucinkov je odvisno od farmakokineti¢nih
lastnosti bispecifi€nih konstruktov, na katere lahko vplivamo s sestavo
bispecificnih konstruktov. Strategije, ki omogocajo pogojno aktivacijo
celic T znotraj tumorjev in spremembe vezavne afinitete do tar¢ (nizka
afiniteta za CD3 omogofa pocCasnejSe naras€anje koncentracije
perifernih citokinov), lahko zmanj$ajo ali v celoti iznicijo t. i. »on-target,
off-tumor« nezelene ucinke.

Zakljuéek

Razvoj stevilnih u€inkovitih bispecifiCnih protiteles omogo€a pridobivanje
izkusenj glede vzorcev protiteles in prilagajanja njihove ucinkovitosti.
Pravilna struktura in izbira tar¢ sta pomembni za ucinkovitost in &im
manjSo toksi¢nost. Spreminjanje strukture bispecifiénih protiteles vpliva
na njihove farmakokineti¢ne in farmakodinamicne lastnosti in posledi¢no
ponuja neomejene moznosti za njihovo uporabo. Kombinacije z drugimi
imunomodulatornimi ucinkovinami (predvsem modulatorji imunskih
nadzornih to¢k) dodatno vplivajo na njihovo uc€inkovitost.
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