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STRESZCZENIE

Chtoniaki nieziarnicze sg corocznie przyczyng ponad 200 tysigcy zgonOw na caltym §wiecie.
Pomimo znacznego postepu medycyny i powstawania wielu nowych lekéw
oraz terapii, w tym bardzo waznego w leczeniu chtoniakow przeciwciata monoklonalnego anty
CD20 (Rituximab), wcigz istnieje grupa pacjentow nie odpowiadajgcych na leczenie. Wspodtczesna
medycyna potrzebuje nowych celow terapeutycznych, ktore beda dawaty szersze mozliwosci
leczenia. Takim znanym od wielu lat celem przeciwcial wymierzonych w chioniaki jest MHC klasy
II. Biatko to odpowiedzialne jest gldwnie za prezentacje antygendéw limfocytom T, lecz
W momencie sprzegniecia przez przeciwciato, moze roéwniez przekazywaé sygnaty aktywacyjne
1 proapoptotyczne. Do tej pory otrzymano juz kilka przeciwciat anty-MHC |l posiadajacych duzy
potencjat do uzycia w terapii ludzkich chloniakéw, migdzy innymi Apolizumab czy IMMU-14,
lecz zadne z nich nie znalazlo si¢ w powszechnym uzyciu z powodu niewystarczajacej

efektywnosci, badz zbyt duzych skutkow ubocznych w modelach badan przedklinicznych.

Sytuacja jest zupelnie inna w medycynie weterynaryjnej, gdzie aktualnie dopuszczono
do stosowania tylko jedno przeciwciato monoklonalne (Lokivetmab - alL-31) do terapii atopowego
zapalenia skory u psoéw. Chloniaki u pso6w podobnie jak u ludzi s czgsto wystepujacym
nowotworem uktadu limfatycznego. Z racji ograniczenia mozliwosci stosowania wysokich dawek
chemioterapii jest to schorzenie uznawane za nieuleczalne. Ze wzgledu na podobienstwo
epidemiologiczne, morfologiczne i kliniczne oraz spontaniczne wystgpowanie chtoniakéw u pséw
stanowig one dobry model do testowania nowych lekéw 1 terapii oraz badania mechanizméw

rozwoju nowotworu.

Celem pracy byto uzyskanie przeciwcial reaktywnych wobec komorek psich chtoniakow,
ktore moglyby postuzy¢ zaréwno do terapii jak réwniez jako narzedzie diagnostyczne
w medycynie weterynaryjnej. Wytworzono dwa przeciwciala - B5 oraz E11 o reaktywnos$ci wobec
psiej czasteczki DLA-DR, ktore nastgpnie poddano analizie ich wlasciwosci biologicznych
I potencjatu terapeutycznego zaréwno in vitro jak i in vivo. Wykazano bezposrednia oraz zalezna
od uktadu immunologicznego aktywnos¢ cytotoksyczng obydwu przeciwciat in vitro. Przeciwciata
B5 i E11 wywotuja apoptoze u okoto 40% komorek psich linii CLBL1 i CLB70, nie wywolujac
efektu w konrolnych psich liniach komérkowych nie wykazujacych ekspresji DLA-DR. Oba

przeciwciala wykazuja ponad 90% cytotoksyczno$ci w tescie z dopetniaczem oraz indukujg okoto
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10% fagocytozy komoérek nowotworowych. Do$wiadczenia in vivo na modelu mysim wykazaty,
ze przeciwciato B5 oraz jego koniugat z metotreksatem znaczaco spowalniajg rozwoj nowotworu
w modelu rozsianego chloniaka z duzych rozlanych komoérek typu B (DLBCL) u myszy NOD-
SCID.

Przeciwciata B5 1 E11 wykorzystano rowniez do wytworzenia testu ELISA umozliwiajacego
okreslenie poziomu DLA-DR zaréwno w bioptatach z weztow chtonnych, liniach komorkowych
oraz plynach ustrojowych. Wykazano, ze istnieje zalezno$¢ miedzy iloscia komorek
nowotworowych, a iloscia rozpuszczalnego DLA-DR w surowicy Kkrwi myszy
Z przeszczepionym psim chloniakiem, a takze podwyzszenie poziomu tej czasteczki w surowicy

psow chorych na chtoniaka B-komorkowego w porownaniu do pséw zdrowych.
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SUMMARY

Non-Hodgkin lymphomas cause over 200 thousands deaths every year all over the world. Despite
a huge progress in the development and production of many new drugs and therapies, still there is
a group of patients who do not respond to standard treatment. Rituximab, a monoclonal antibody
to CD20, has significantly improved curability of NHL (non-Hodgkin lymphoma), however new
therapeutic targets, giving more treatment opportunities, are still needed. MHC class I molecules
have been considered as targets for lymphoma treatment for years. These proteins are responsible
mainly for antigen presentation to T cells, but their engagement by antibody may elicit both pro-
survival and pro-apoptotic signals. So far, there have been reports on a few anti MHC-11 antibodies
with some potential for use in human lymphoma therapy (for example Apolizumab
or IMMU-14) but none of these are currently in the clinical use due to their limited efficiency

or side effects in preclinical studies.

The use of biological drugs in veterinary medicine is completely different — there is only one
monoclonal antibody (Lokivetmab, alL-31) approved for use in atopic dermatitis. Lymphomas
in dogs similarly like in humans are common immune system neoplasm. Due to limited possibilities
of using high doses of chemotherapy canine lymphomas are considered incurable. On grounds
of morphological, epidemiological and clinical similarity and of spontaneous occurrence
of lymphomas in dogs, they make great model for testing new medicines and therapies or studying

mechanisms in human NHL.

The aim of this work was to obtain antibodies useful in veterinary medicine as therapeutic agent
and diagnostic tool. Two monoclonal antibodies B5 and E11 reactive with canine antigen DLA-
DR were created and their biological properties and therapeutic potential were analyzed both
in vitro and in vivo. It was shown that both of them possess direct and immune system dependent
cytotoxic activity demonstrated in vitro. B5 and E11 trigger caspase-dependent apoptosis in about
40% of cells of canine cell lines expressing DLA-DR, but not in DLA-DR deficient control cell
lines. B5 and E11 exhibit over 90% cytotoxicity in complement dependent assay and 10% increase
in antibody mediated phagocytosis by RAW264 cells. In vivo administration of B5
or methotrexate conjugated B5 mAbs to NOD-SCID mice, xentotransplanted with a canine B-cell
lymphoma cell line (CLBL1-LUC), induced a significant slowdown of the tumor growth and

spread to peripheral tissues.
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B5 and E11 Mabs were also used to establish an ELISA test enabling evaluation of DLA-DR levels
in biopsies and body fluids of dogs. We showed that there was a correlation between the amount
of tumor cells and the level of soluble DLA-DR in blood serum of mice engrafted with canine
lymphoma CLBL1-LUC. Moreover, we also observed an increased level of soluble DLA-DR in

blood serum of lymphoma-bearing dogs in comparison to healthy controls.

13



Wstep

WYKAZ SKROTOW

AIDS - zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome)
APC - komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells) / allofikocyjanina

CD - antygen réznicowania komorkowego (ang. cluster of differentiation)

CDC - cytotoksyczno$¢ zalezna od dopelniacza (ang. complement dependent cytotoxicity)
CFSE - ester sukcynoimidu karboksyfluoresceiny (ang. carboxyfluorescein succinimidyl ester)
CLL - przewlekta biataczka limfatyczna (ang. chronic lymphocytic leukemia)

CHOP - doksorubicyna, winkrystyna, cyklofosfamid, prednizon (ang. Cyclophosphamide,

Hydroxydaunorubicin, Oncovin [vincristine], Prednisone)

DLA - psie antygeny leukocytarne (ang. dog leukocyte antigen)

DLBCL - chtoniak rozlany z duzych komoérek B (ang. diffuse large B-cell lymphoma)
DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DHFR - reduktaza dihydrofolianowa (ang. dihydrofolate reductase)

EGFR - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor Receptor)
ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

ERK - kinazy regulowane sygnatem zewnatrzkomoérkowym (ang.extracellular signal-regulated kinases)
FDA - Agencja Zywnosci i Lekow (od ang. Food and Drug Administration)

FL - chtoniak grudkowy (ang. Follicular lymphoma)

GMALL - niemiecka grupa badawcza leczenia ostrych biataczek limfoblastycznych (ang.German
Multicenter Study Group for Adult ALL)

HAT - hipoksantyna, aminopteryna, tymidyna

HEK - ludzkie embrionalne komorki nerki (ang. Human Embryonic Kidney)
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Wstep

HER?2 - receptor ludzkiego czynnika wzrostu naskorka 2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2)
HG-BCL - chtoniak B- komorkowy o wysokim stopniu zto§liwosci (ang. High Grade B-Cell Lymphoma)
HLA - ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leucocyte antygen)

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HT - hipoksantyna, tymidyna

IL - interleukina

IPI - Migdzynarodowy Indeks Prognostyczny (ang. International Prognostic Index)

JNK - kinazy c-Jun N-terminalne (ang. c-Jun N-terminal kinases)

LMP - chlorambucyl, metotreksat, prednizon (ang. Leukeran [chlorambucil], methotrexate, prednisone)
Mab - przeciwciato monoklonalne (ang. monoclonal antibody)

MACOP - metotreksat, doksorubicyna, cyklofosfamid, winkrystyna, prednizon (ang. methotrexate with

leucovorin rescue, doxorubicin, cyclophosphamide, vincristine, prednisone),

MALT - pozawe¢ztowy chtoniak strefy brzeznej (ang. mucosa associated lymphoid tissue lymphoma)
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami ang. mitogen-activated protein kinases)

MCL - chtoniak z komorek ptaszcza (ang. mantle cell lymphoma)

MHC - glowny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

MFI - $rednia intensywnos¢ fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity)

MTS - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
MTX - metotreksat

MZL - chioniak strefy brzeznej (ang. marginal zone lymphoma)

NOD/SCID - mysz z cukrzyca niepowodujaca otylosci, z ostrym, ztozonym uposledzeniem odpornosci

(ang. Nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency)

NHL - choniak nieziarniczy (ang. Non-Hodgkin lymphoma)
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PBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy

PEI - polietylenoimina

RNA - kwas rybonukleinowy

SHLA-DR -rozpuszczalne HLA-DR (ang. soluble HLA-DR)

SLL - chioniak z matych limfocytow (ang. small lymphocytic lymphoma)
SPF - wolne od patogendéw (ang. Specific Patogen Free)

TCR - receptor komorki T (ang. T-cell receptor)

TMB - tetrametylobenzydyna

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

VEGF - czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego ( ang. vascular endothelial growth factor)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)
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Wstep

1 Wstep

1.1 Wprowadzenie

Choroby nowotworowe sg wcigz jednym z najwigkszych wyzwan medycyny i jedng z gldéwnych
przyczyn zgonéw. Mimo znacznych postepéw w diagnostyce i leczeniu wcigz znaczna czgs$¢
nowotworow pozostaje nieuleczalna i corocznie z tego powodu na $wiecie umiera prawie 10
milionéw osob. Caly czas ogromna liczba o$rodkow badawczych pracuje nad lepszym
zrozumieniem mechanizméw nowotworzenia, a takze coraz to nowszymi metodami terapii, coraz
czesciej wykorzystujac leki biologiczne, immunoterapie czy genetyczne modyfikacje komorek

pacjenta.

Wedlug IARC (ang. International Agency Research on Cancer) w roku 2018 zdiagnozowano ponad
milion pacjentow z nowotworami komorek uktadu odpornosci z czego ponad 500 tys. to chtoniaki

nieziarnicze. Jednocze$nie w zesztym roku na ta chorobe zmarlo prawie 250 tys. oséb.

Rituximab, (humanizowane mysie przeciwcialo monoklonalne swoiste wobec antygenu CD20),
ktory zrewolucjonizowal leczenie chioniakow 1 niektorych bialaczek jest nieskuteczny
w przypadku okoto 30-60% tych schorzen (w zaleznosci od typu nowotworu u pacjentow
wczesniej nieleczonych) [1], wiec wcigz istnieje ogromna potrzeba poszukiwania nowych celow

terapii.

Gléwnym modelem zwierzecym do badan przedklinicznych nowych lekéw jest mysz domowa
(Mus musculus), ktora nie jest jednak idealnym modelem z powodu rzadkiego spontanicznego
wystepowania chloniakow oraz zupelnie innego przebiegu choroby oraz réznic w typach
histologicznych chioniakéw [2], [3]. Duzo bardziej zblizonym do czlowieka ze wzgledu
na Srodowisko Zycia, rozmiary czy spontaniczno$¢ rozwoju nowotworow jest pies (Canis lupus
familiaris), u ktérego chtoniaki wystepuja ze zblizong czgstoscia jak u ludzi. Réwniez u psow
stosuje si¢ podobne schematy chemioterapii jak u ludzi, jednak u pso6w z powodu obnizonych
dawek uzywanych cytostatykéw, w zasadzie nigdy nie obserwuje si¢ wyleczenia, a jedynie

czasowa remisje choroby. W samych Stanach Zjednoczonych jest ponad 70 milionéw pséw
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i corocznie jest wydawane ok. 40 miliardow dolaréw na ich leczenie, ktore czgsto okazuje si¢

niewystarczajaco skuteczne [4].

1.2 Chloniaki

Chtoniaki to choroby nowotworowe, w ktorych nastepuje nieprawidlowy rozrost komorek uktadu
limfoidalnego (chlonnego). Zasadniczo najczeSciej chloniak umiejscawia si¢ w weztach
chionnych, jednak czesto rozwija si¢ rowniez w $ledzionie, $cianie przewodu pokarmowego czy
skorze. Istnieje kilkadziesigt rodzajow chloniakow oraz wiele sposobow ich klasyfikacji.
Podstawowym podziatem u ludzi jest rozdzielnie chtoniakdéw na ziarnice czyli chtoniaka Hodgkina
charakteryzujacego si¢ obecno$cig komorek Reeda-Sternberga i bardzo ostrym przebiegiem oraz
chtoniakoéw nieziarniczych — NHL (ang. non-Hodgkin lymphoma), ktére moga wywodzié si¢
z roznych typow komorek, mie¢ rézne umiejscowienie i stopien ztosliwosci. U ludzi najczesciej
wystepujace typy NHL to chloniaki B-komorkowe, ktére stanowig prawie 90% wszystkich
przypadkow. Najczesciej wystepujace odmiany NHL to chtoniak rozlany z duzych komorek B -
DLBCL (ang. diffuse large B-cell lymphoma) oraz chtoniak grudkowy (ang. follicular lymphoma).
Rzadziej wystepujace odmiany to pozaweztowy chloniak strefy brzeznej — MALT (ang. mucosa
associated lymphoid tissue lymphoma), chtoniak z komorek ptaszcza (ang. Mantle Cell
Lymphoma), chtoniak Burkitta, chtoniak §rodpiersia z duzych komorek B, chtoniak weztowy strefy
brzeznej, chtoniak z malych limfocytow B, chloniak limfoplazmocytowy. Jedynie 1 na 10
chtoniakéw nieziarniczych to chtoniaki T-komorkowe takie jak chloniak z obwodowych komoérek
T, chtoniaki skorne - w tym ziarniniak grzybiasty 1 zespot Sézar’ego, czy chloniak anaplastyczny

z duzych komorek T lub chtoniaki limfoblastyczne.

Zachorowalno$¢ na chtoniaki wynosi wg réznych zrodet od kilku do kilkunastu przypadkow na
100 000 osob [5], [6] i od kilkudziesieciu lat utrzymuje tendencj¢ wzrostowa. Na Rysunku 1

pokazano, ze od lat 70’ XX wieku liczba zachorowan u m¢zczyzn zwigkszyla si¢ okoto dwukrotnie.
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Rysunek 1 Liczba zachorowan na chloniaki w USA [ Zrodio [7]].

1.3 Chloniaki u pséw

Sposrod  wszystkich chordob wystepujacych u psow w dzisiejszych czasach, jedna
z gtownych przyczyn smiertelnosci, obok chorob zakaznych, sa choroby nowotworowe, z ktorych
rozrosty limfoproliferacyjne stanowia nawet 30%. Zapadalno$¢ pséw na chtoniaki o cechach
analogicznych do NHL (cNHL) jest szacunkowo zblizona lub wigksza niz u ludzi i wynosi
ok. 20-100/100 000 pséw [8]-[10].

U pséw rowniez czesciej wystepuja chtoniaki B-komorkowe, ktore stanowia ok. 70% przypadkow,
z czego gldwnie sg to chtoniaki o cechach ludzkich chtoniakow DLBCL. Ciekawostkg jest fakt, ze
u psoOw wystepuje duza zmiennos$¢ rasowa 1 w zaleznos$ci od rasy proporcje typoéw chioniakéw
wygladaja bardzo réznie. U pséw rasy Husky w zasadzie nie wystepuje typ B, a u Dobermanéw

typ T-komorkowy.
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Roznorodnosé ctNHL jest praktycznie taka sama jak u ludzi, wigc trwajg prace nad ujednoliceniem
systemu nazewnictwa i klasyfikacji, dazac do standardow wyznaczonych dla ludzkiej systematyki
przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. WHO). Wcigz prowadzone sa prace nad
mechanizmami powstawania nowotworoOw u tych zwierzat i poréwnania ich do mechanizmoéw

wystepujacych u ludzi.

U zwierzat jako podstawowy schemat leczenia chtoniakow stosuje si¢ chemioterapig, ktora jest
stosowana w dawkach suboptymalnych, ze wzgledu na wystepujace efekty uboczne, co skutkuje

znikomym stopniem wyleczalno$ci i $miercig ponad 75% zwierzat w przeciagu 2 lat od diagnozy.

1.4 Wykorzystanie psa jako modelu spontanicznych chloniakow

Modele zwierzece sa nieoceniong pomocg w zrozumieniu etiopatogenezy chordb jak réwniez
w testowaniu nowych terapii. Najpopularniejszym wykorzystywanym w nauce zwierzeciem
modelowym jest mysz, jednak model ten posiada wiele ograniczen. Poczawszy od zupetnie innych
od cztowieka rozmiarow ciata, trybu i srodowiska zycia, a konczac na wykorzystywaniu do badan
zwierzat ostabionych, pozbawionych uktadu odpornosci badZz zmodyfikowanych genetycznie.
W zwigzku z hodowlag w warunkach SPF (ang. specific pathogen free) myszy sa pozbawione
naturalnej flory bakteryjnej, typowej dla myszy dziko zyjacych, a ich mikrobiom moze si¢ r6zni¢
w zalezno$ci od konkretnego laboratorium, co moze wptywaé¢ na odpowiedz na leczenie [3].
Dodatkowo, réznice w farmakokinetyce wielu lekoéw pomiedzy cztowiekiem a myszg ogranicza

uzycie tego modelu do badania wielu nowych terapii [11].

Podobienstwo genetyczne cztowieka do psa jest zdecydowanie wigksze niz do myszy. Ponadto
pies dzieli z cztowiekiem miejsce zycia, moze stykaé si¢ z tymi samymi mikroorganizmami,
1 warunkami §rodowiska. Wykazano kilkaset chordb, ktore wystepuja zardwno u czlowieka jak
i psow w tym wiele nowotwordw, ktore u psOw wystepujg spontanicznie [4]. Chloniaki wykazuja

ponadto wysokie podobienstwo morfologii i cech klinicznych do chtoniakéw ludzkich [4].
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Rysunek 2 Czestos¢ wystepowania danego typu chloniaka u psow i ludzi [Zrodlo [12]].

1.5 Leczenie ludzkich chloniakéw nieziarniczych

W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat, tak jak w calej medycynie, w leczeniu chtoniakéw nastgpito
wiele przetomow. Od lat 70’ gléwnym schematem leczenia bylo CHOP czyli chemioterapia
sktadajaca si¢ z kombinacji doksorubicyny, winkrystyny, cyklofosfamidu oraz prednizonu.
Kamieniem milowym byto powstanie i wykorzystanie w terapii leku rituximab — humanizowanego
przeciwciala anty CD20. Jest to pierwsze przeciwcialo monoklonalne zatwierdzone do uzycia
w onkologii przez FDA w roku 1997 1 Europejska Agencje Lekow rok pozniej. To chimeryczne
ludzko-mysie przeciwcialo, rozpoznajace czasteczke CD20, ktora znajduje si¢ na limfocytach B,
w tym na ponad 90% wszystkich B-komorkowych NHL. Rituximab wykazuje cytotoksyczno$é
zalezng od dopelniacza, komodrkowa, a takze bezposrednio wywotuje apoptoze komorek.
W schemacie R-CHOP w przypadku DLBCL okoto 90% pacjentéw odpowiada na leczenie,
au 60% nastgpuje catkowita remisja [13]. Poza pacjentami, ktorzy w ogoéle nie reaguja na rituximab
istnieje tez grupa przypadkow, u ktorej rozwija si¢ opornos¢ na ten lek. Przyczyn tej opornosci
moze by¢ wiele — zablokowanie $ciezek cytotoksycznosci, apoptozy czy tez utracenie antygenu
przez komorki docelowe. Czesciowo udaje si¢ unikng¢ opornosci poprzez dotaczenie do terapii
dodatkowych preparatow wspomagajacych[13]. Powstaty rowniez nowsze generacje przeciwciat
anty CD20 takie jak Obinutuzumab, ktory jest humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym

podklasy IgG1 otrzymywanym poprzez humanizacje mysiego przeciwciata macierzystego B-Lyl
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czy ludzki przeciwciato Ofatumumab. Wytworzono ponadto koniugaty przeciwcial anty CD20 -
Ibritumomab tiuxetan potgczony z itrem i indem oraz Tositumomab [-131 skoniugowany

z jodem[14].

Bardzo waznym kierunkiem, w ktérym rozwijaja si¢ badania nad nowymi lekami sa ADC czyli
koniugaty przeciwcialo- lek (ang. antibody-drug conjugate). Glownie chodzi o potaczenia
z chemioterapeutykami jak na przyktad brentuksymab vedotin czyli polaczenie przeciwciata anty
CD30 z aurystatyng. Koniugacja umozliwia obnizenie dawki leku oraz jego precyzyjne kierowanie
do docelowego miejsca dziatania. Dzigki temu mozna znaczaco ograniczy¢ efekty uboczne

cytostatykow [15].

Innymi rewolucyjnymi lekami w leczeniu chtoniakow byty drobnoczasteczkowe inhibitory
enzymow - bortezomib inhibitor proteasomu zatwierdzony w roku 2006 w terapii chtoniaka
komorek ptaszcza oraz worinostat inhibitor deacetylazy histonowej zatwierdzony rok pozniej
w leczeniu skornego chtoniaka T- komorkowego. Aktualnie wykorzystuje si¢ w leczeniu

chtoniakéw caty panel przeciwciat i immunoterapii (Tabela 1).

Jednocze$nie dokonata si¢ duza zmiana w diagnostyce chtoniakow. W 1974 roku Klasyfikacja
Kiel’a opierata si¢ gtdwnie cytologii i immunohistochemii, aktualnie wedtug WHO potrzebna jest
znajomos$¢ nie tylko morfologii 1 cech klinicznych, ale réwniez immunofenotypu i profilu
genetycznego [16]. Coraz wigkszg rol¢ odgrywa analiza cytofluorymetryczna a takze coraz

popularniejsza metoda sekwencjonowania nowej generacji.
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Tabela 1 Przeciwciala stosowane w terapii chloniakow [na postawie [17]]

Rodzaj Nazwa Cel Wskazania
Immunoterapia
Przeciwciata  Alemtuzumab CD52 CLL/SLL
(Lemtrada)
Brentuximab CD30 LBCL-
vedotin ALK+,
(Adcetris) DLBCL
Camidanlumab CD25 DLBCL
Tesirine  (ADC-
301)
Dacetuzumab CD40 B-NHL
Lucatumumab CD40 CLL/SLL
Obinutuzumab  CD20 B-NHL
(Gazyva)
Ofatumumab CD20 FL B-NHL
(Arzerra)
Polatuzumab CD79b FL, DLBCL,
Vedotin B-NHL
(DCDS4501A)
Rituximab CD20 CLL/SLL,
(Mabthera) LPL,FL,
MZL, MCL,
DLBCL,
HG-BCL
Ublituximab (TG- CD20 B-NHL
1101)
Przeciwciata AFM13 CD30/CD16A DLBCL
bispecyficzne
Blinatumomab CD19/CD3 DLBCL
(Blincyto)
DART CD19/CD3 DLBCL
Mosunetuzumab  CD20/CD3 CLL/SLL,
(BTCT4465A) iNHL
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1.6 Przeciwciala jako leki biologiczne

Ponad 100 lat temu w roku 1890 Kitasato i Behring po raz pierwszy wykorzystali dziatanie
przeciwcial i pokazali, ze surowica swinek morskich immunizowanych toksyng btonicy stanowi
ochrong przed toksyna dla nietraktowanych swinek. W 1891 rozpoczgto testy kliniczne tej metody
w szpitalu Charite w Berlinie, a 11 lat p6zniej Behring otrzymat za to nagrode Nobla. Do konca lat
30’ z uzyciem surowicy leczylo si¢ nie tylko blonicg, ale takze zapalenie opon moézgowych

1 zapalenie ptuc.

Nowa era rozpoczeta si¢ wraz z wynalezieniem przeciwcial monoklonalnych w roku 1975 przez
Koéhlera 1 Milsteina. Metoda fuzji 1 wytwarzania hybrydom jest stosowana na calym $wiecie
do dzi$. Pierwsze zastosowane w medycynie przeciwcialo monoklonalne to OKT skierowane
przeciwko czasteczce CD3e, wykorzystywane u pacjentow po przeszczepach. Z uwagi na mysig
sekwencj¢ aminokwasowa powodowato jednak odpowiedz przeciwko lekowi. Od tamtego czasu,
w petni humanizowane przeciwciata mozna uzyska¢ poprzez stosowanie technik ,,phage display”
oraz w zmodyfikowanych genetycznie myszach niosacych ludzkie geny immunoglobulinowe [18].
Wynikiem takiego podejscia byto uzyskanie miedzy innymi przeciwciala Adalimumab, ktore byto
pierwszym w cato$ci ludzkim przeciwciatem skierowanym wobec TNFa zarejestrowanym w 2002
roku oraz 4 lata p6zniej Vectibix, ktoéry powstal w humanizowanej myszy, a jego epitop wystepuje
na czgsteczce EGFR [18]. Aktualnie istnieje prawie 100 przeciwcial zatwierdzonych przez FDA
jako leki biologiczne dopuszczone do terapii, a kolejne sg w fazie testow przedklinicznych.
,Wielka 5” czyli Avastin (aVEGFa), Herceptin (aHER2/neu), Humira (aTNFa), Remicade
(aTNFa) oraz rituximab (aCD20) sa jednymi z najwazniejszych i najbardziej przetomowych

lekow.

1.7 Leczenie psow

Chtoniaki u psow sg chorobg nieuleczalng, wigc leczenie traktuje si¢ jako wydtuzenie czasu zycia
z jak najdluzszym czasem remisji. Leczenie zwierzat nie moze skutkowac takim nasileniem

skutkow ubocznych jak chemioterapia u ludzi, wigc dostosowuje si¢ dawki w celu akceptowalnego
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komfortu zycia zwierzecia. Typowym schematem leczenia psow jest, podobnie jak u ludzi,
schemat CHOP, jak réwniez L-asparaginaza czy cytarabina w przypadku zajecia przez nowotwor
szpiku kostnego [19], [20]. Okoto 80% psow odpowiada na leczenie, niestety remisja zazwyczaj

trwa jedynie od 6 do 11 miesiecy [20].

W medycynie weterynaryjnej juz od pewnego czasu probuje si¢ rowniez wykorzystywac
przeciwciata monoklonalne. Jednymi z pierwszych przeciwcial o potencjale terapeutycznym
skierowanych przeciwko psim komoérkom nowotworowym byly te uzyskane przez zespdt
Steplewskiego [21]. Otrzymano 6 przeciwcial z czego 5 wykazywalo reaktywnos¢ tylko wobec
psiej linii limfoidalnej 17-71. Jedno z nich CL/MADb 231 weszto do fazy testow i okazalo si¢

skuteczne w badaniach in vivo [19], [22].

Na fali odkrycia rituximabu, ktory niestety nie wykazuje powinowactwa do psiej czasteczki,
powstato rowniez Mab anty psie CD20 - 6C8, ktére nie wykazywato bezposredniej, ani zaleznej
od dopelniacza cytotoksycznosci, jedynie wzmagato fagocytoze przez makrofagi [23]. Kolejnym
powstatym preparatem jest kaninizowane przeciwciato 1E4, ktore bylo jedynie testowane na
zdrowych psach rasy Beagle [24] oraz w potaczeniu z blokadg czasteczki CD47, gdzie dato
pozytywne rezultaty w testach in vitro oraz in vivo w mysim modelu ksenoprzeszczepu linii
CLBL1. Uzyskano tam bardzo obiecujace wyniki wydtuzenia czasu przezycia lub nawet catkowitej

eradykacji komorek nowotworowych u 50% myszy [25].

W 1996 firma Aratana therapeutics byta w trakcie badan nad dwoma przeciwciatami Blontress
(CD20) 1 Tactress (CD52) lecz z powodu braku satysfakcjonujacych wynikoéw, prace zostaty
przerwane. Powstalo rowniez w pelni kaninizowane przeciwcialo anty NGF, ktore dawalo
obiecujace rezultaty w redukcji bolu w przebiegu kostniakomigsaka [26], [27] oraz przeciwciato
anty-EGFR, kaninizowana wersja preparatu Cetuximab, wykorzystywana gléwnie w leczeniu raka
jelita grubego. Aktualnie jedynym powszechnie stosowanym przeciwcialem monoklonalnym
w medycynie weterynaryjnej pozostat Lokivetmab anty-IL 31, ktéry jest stosowany w leczeniu

atopowego zapalenia skory.
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1.8 Metotreksat (MTX)

Od koncowki lat 40” kiedy pokazano, ze antyfoliany mogg powodowa¢ remisj¢ choroby u dzieci
z ostrg biataczka, antagonisci kwasu foliowego s3 waznymi preparatami w leczeniu
przeciwnowotworowym. MTX czyli kwas 4-amino-4-deoksy-N10-metylofoliowy jest analogiem
kwasu foliowego. Dziala poprzez inhibicj¢ reduktazy dihydrofolianowej (DHFR), co powoduje
niedobér tetrahydrofolianow niezb¢dnych do syntezy DNA i RNA [28]. Jest to jeden
z najpopularniejszych i najszerzej stosowanych chemioterapeutykéw, uzywany do leczenia
chloniakow, biataczek, nowotworow glowy i szyi, raka kosmowki i wielu innych nowotworéw
a takze chordb autoimmunologicznych takich jak reumatoidalne zapalenie stawoéw czy tuszczyca
oraz jako prewencja przed chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi. W latach 80’ metotreksat
byt czgsto wykorzystywany w schemacie MACOP (metotreksat, doksorubicyna, cyklofosfamid,
winkrystyna, prednizon) do leczenia chloniakow [29]-[31]. Aktualnie bywa uzywany
w polaczeniu z rituximabem w protokole GMALL w przypadku chtoniaka Burkitta [32].

U pséw metotreksat jest rowniez stosowany jako sktadnik chemioterapii gtoéwnie w leczeniu
chloniakow, biataczek, rakow sutka i pecherza oraz kostniakomiesakow, czgsto w schemacie LMP

(chlorambucil, metotreksat, prednizon) [33].

Jak zostalo wspomniane w Rozdziale 1.5 koniugaty przeciwcial z cytostatykami staja si¢ coraz
popularniejsza forma przeciwnowotworowych preparatow biologicznych. Juz w latach 80’
powstaty pierwsze koniugaty metotreksatu z przeciwcialami swoistymi wobec antygenow
na powierzchni komorek raka jelita grubego oraz wobec receptora transferyny [34]. Umozliwito
to znaczne zmniejszenie dawki i bardziej precyzyjne dostarczenie chemioterapeutyku do miejsca
wzrostu komorek nowotworowych. Poniewaz koniugacja metotreksatu z przeciwciatem jest
stosunkowo prosta [35], umozliwia to stworzenie preparatu o odpowiednim stopniu
podstawienia, tak aby nie stracil mozliwosci wigzania z antygenem docelowym, a jednocze$nie

miat jak najlepsze wtasciwosci cytotoksyczne.
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1.9 HLA-DR jako cel terapii

Ze wzgledu na mozliwg rozwijajaca si¢ w trakcie leczenia opornos¢ komorek nowotworowych na
cytotoksyczny efekt przeciwciata anty-CD20, a takze istnienie chtoniakow pozbawionych
ekspresji antygenu CD20, caly czas trwajg poszukiwania nowych celow terapeutycznych. Od lat
80’ za potencjalny cel terapii uznaje si¢ czasteczki gidéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy 11
(MHC-I1 ang. Major histocompatibility complex). MHC-I11 ulega ekspresji na wysokim poziomie
na wiekszosci chloniakow B-komorkowych. Jest to wysoce polimorficzny antygen skladajacy sie
z dwoch niekowalencyjnie potaczonych tancuchow o i . Lancuch a ma masg¢ ok.30-34 kDa,
a tancuch B ma mase ok. 26-29 kDa. Kazdy z tancuchow zawiera 2 domeny immunoglobulinowe

oraz fragment przezbtonowy [36].

Rysunek 3 Budowa MHC-II [https://microbeonline.com/difference-mhc-class-mhc-class-ii-proteins/]

MHC-1l odpowiada za prezentacje antygendéw limfocytom pomocniczym CD4+ przez
profesjonalne komorki prezentujace antygen. Stworzenie kompleksu MHC-II — receptor TCR

pozwala na aktywacje¢ limfocytu T.

Konstytutywnie MHC-I11 ulega ekspresji na limfocytach B, monocytach/makrofagach, komorkach

dendrytycznych oraz komoérkach nabtonkowych grasicy. Wysoki poziom interferonu moze

27



Wstep

ponadto powodowac indukcje ekspresji MHC-I1 na innych typach komorek takich jak limfocyty T
czy komorki §rodbtonka naczyn [36].

Geny kodujace MHC-II sg wysoce polimorficzne i dajg ponad 20 tysiecy mozliwych kombinacji
alleli [37].

1.9.1 Przeciwciala anty HLA-DR

W 1987 Bridges ze wspotpracownikami wytworzyli mysie przeciwciato MK-D6 [38] i wykazali,
ze potowa myszy obarczonych nowotworem — (nastrzyknigcie komoérkami L10A), ktora

otrzymywata przeciwciatlo MK-D6 zostata wyleczona.

Kilka lat pozniej testowano grupe przeciwciat [39] rozpoznajacych rdézne antygeny obecne na
chloniakach B-komérkowych. Badano przeciwciata anty CD19, CD20, CD21, CD37, CD38, CD40
oraz panel przeciwcial swoistych wobec HLA-DR i wykazano najwigksza cytotoksycznosé

komoérkowa wywotywang wlasnie przez przeciwciala anty HLA.

Z kilku powstatych przeciwciat rozpoznajagcych MHC-II, trzy z nich zostaly wykorzystane
w badaniach klinicznych. Lym-1 — mysie przeciwcialo monoklonalne otrzymane w wyniku
immunizacji myszy komorkami Raji, ktore rozpoznaje konformacyjny epitop na wielu podtypach
HLA-DR. Niestety wykazywato niskg skuteczno$¢ w testach klinicznych. Pod koniec lat 90
wykonano réwniez proby kliniczne chimerowego koniugatu tegoz przeciwciata z radionuklidami.
ktore wykazywaty wieksza efektywno$¢ w zwalczaniu chloniakéw. Aktualnie trwaja prace nad
technologia CAR T wykorzystujaca to przeciwciato [40], [41]. Kolejnym przeciwciatem 1D10
rozpoznajace epitop na tancuch beta HLA-DR, ktore w wersji humanizowanej funkcjonuje pod
nazwa Apolizumab (HulD10). Wykazuje ono cytotoksyczno$¢ zalezng od dopetniacza, zalezng
od komorek zernych oraz bezposrednig indukcje apoptozy. Przeciwcialo weszlo do badan
klinicznych, niestety z powodu braku oczekiwanych rezultatow oraz powaznych efektow

ubocznych, prace zostaty porzucone w roku 2005 [42].
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1.9.2 Przeciwcialo L243

Jednym z najbardziej obiecujacych przeciwciat terapeutycznych, swoistych wobec MHC-I1 jest
obecnie L243 - otrzymane w latach 80’ mysie przeciwcialo monoklonalne rozpoznajgce
konformacyjny epitop tancucha a czasteczki HLA-DR. Rowniez wykazuje ono cytotoksycznosé
bezposrednia i zalezng od dopetniacza. Wykazano mechanizm pobudzania apoptozy przez mAb
1243, ktory jest zalezny od kinazy AKT, biatka Fas oraz kinaz JNK i ERK. Poniewaz podejrzewa
sie, ze za efekty uboczne przeciwciat odpowiada gléwnie cytotoksyczno$¢ zalezna
od dopelniacza oraz komoérkowa, stworzono dwie humanizowane wersje tego przeciwciata
0 réznych izotypach. Pierwsza to hL243yl o izotypie IgGl/k, natomiast druga hL243y4P
o izotypie IgG4/k nazwana p6zniej IMMU-114. Zmiana izotypu przeciwciata humanizowanego
powodowata brak cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza oraz komorek NK, co w zatozeniu
miato skutkowa¢ znacznie mniejszymi skutkami ubocznymi, zachowujac przy tym wilasciwosci
obnizania proliferacji oraz bezposrednig indukcj¢ apoptozy [43], [44]. W celu okreSlenia
aktywnos$ci przeciwnowotworowej przeprowadzono réwniez testy poréwnujace IMMU-114
do innych przeciwciat stosowanych w terapii chtoniakow (rituximab, milatuzumab, epratuzumab
i veltuzumab), w ktorych pokazano, ze IMMU-114 wykazuje najwyzsza skuteczno$¢ [43].
Poskutkowalo to probami klinicznymi w latach 2013-2017, ktore pokazaty efektywne dziatanie
terapii w 50% przypadkow, a podskorne podanie znaczaco obnizylo wystepowanie skutkow
ubocznych obserwowanych podczas wlewow dozylnych [45]. Innym sposobem na wykorzystanie
przeciwciata 1.243 bylo wytworzenie bispecyficznego CD20-243 CrossMab, ktore jest
potaczeniem klasycznego rituximabu 1 hL243y1 1 ktére wykazato istotng statystycznie przewage
zarowno nad samym rituximabem jak i i L243, w postaci zwigkszonego czasu przezycia myszy

nastrzyknietych komorkami Raji, ktore leczono wyzej wymienionymi preparatami [46].

Humanizowane przeciwciato L1243, czyli IMMU-114 w celu poprawienia jego aktywnosci
przeciwnowotworowej zostalo réwniez skoniugowane preparatem SN-38. Jest to metabolit
irynotekanu, ktory jest lekiem przeciwnowotworowym z grupy inhibitordw topoizomerazy I. Inne
koniugaty SN-38 - sacituzumab govitecan oraz labetuzumab govitecan testowane w terapii guzow

litych dajg bardzo obiecujace wyniki i sg dobrze tolerowane [47], [48].
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Przed probami na ludziach wykonano rowniez testy L243 na psach, ktére byty istotne by przenies¢
testy IMMU-114 do prob klinicznych. Wykonano testy in vitro pokazujace cytotoksyczno$¢ na
swiezych aspiratach z powigckszonych weziow chtonnych od pséw cierpigcych na chtoniaki B-
komorkowe, a nastgpnie wykonano testy efektoéw ubocznych na psach zdrowych a takze na psach
chorych, gtownie w celu ewaluacji dziatan ubocznych. Zaobserwowano odpowiedz na leczenie
w postaci stabilizacji choroby w przypadku dwoéch psow. U pozostatych testowanych psow
chloniaki nie posiadaty antygenu DLA-DR lub zwierzeta bylty w stadium terminalnym choroby,
co uniemozliwialo rzetelng ewaluacje skutecznosci terapii. Dodatkowo, powinowactwo
przeciwciata 1.243 wobec psich antygenéw DLA-DR jest znacznie nizsze niz wobec ludzkich
czasteczek HLA-DR (badania wtasne), co uniemozliwia petng ocene potencjatu tych antygenow

jako celu terapii przeciwnowotworowej.

1.10 Biomarkery chloniakow

Od roku 1993 istnieje Migedzynarodowy Indeks Prognostyczny chtoniakéw nieziarniczych (IPI
ang. International Prognostic Index), ktory przewiduje rokowania dla danego pacjenta na
podstawie stopnia zaawansowania choroby Ann Arbor (system bioracy pod uwagg stopien
rozsiania ognisk nowotworowych), wieku, poziomu dehydrogenazy mleczanowej w surowicy
krwi, sprawnosci oraz ilosci pozaweztowych ognisk choroby. Istnieja natomiast doniesienia, Ze ten
system posiada pewne braki i caly czas trwajg prace nad jego ulepszaniem i poszukiwaniem
tatwych 1 tanich do oznaczania markerdw. Istnieje wiele czasteczek, ktore sg badane pod wzgledem
korelacji z przebiegiem chloniakéw. Powstaty badania pokazujace, ze podwyzszony poziom
krazacych immunostymulujacych markerow takich jak CD27, sCD30, wiaze si¢ z wyzszym
prawdopodobienstwem wystapienia nowotworow uktadu immunologicznego [49], [50]. Pokazano
rowniez, ze ilo$¢ krazacego fibrynogenu moze by¢ powigzana ze stopniem zaawansowania
nowotworu, mimo braku korelacji z czasem przezycia [51], tak samo jak MCP-1, eotaksyna, IL-
10 and IL-6 [52]. Waznym markerem jest rowniez kinaza tymidynowa, ktorej poziom ekspresji
u psow ze ztosliwa postacig chtoniakow jest od 2 do 180 razy wyzszy niz u zwierzat kontrolnych
[53].
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1.11 Rozpuszczalne formy HLA-DR

Od lat 70’ wiadomo o istnieniu krazacej we krwi, a takze obecnej w innych ptynach ustrojowych
rozpuszczalnej formie HLA-DR (SHLA-DR), ktéra petni funkcj¢ immunoregulatorowg. Wykazano
tez zmieniony poziom sHLA-DR w wielu chorobach — infekcjach wirusowych, stanach zapalnych,
chorobach autoimmunologicznych i nowotworowych. Stezenie sHLA-DR w o0soczu Krwi
zdrowego cztowieka moze wynosi¢ od 0,02 do nawet 1400ng/ml w zaleznosci
od zrodet [54], [55]. Kilka grup zaobserwowato podwyzszenie ekspresji SHLA-DR wsrdd grup
chorych na reumatoidalne zapalenie stawow, astm¢ czy w przypadku patologicznej cigzy, AIDS
i zapalenia watroby typu C [37], [55]-[57]. W przeciwienstwie do rozpuszczalnych form MHC-I,
ktére wystepuja tylko w osoczu krwi, czasteczki sHLA-DR wystepuja tez w moczu, $linie, pocie,
spermie i Izach. Zrédlem tych czasteczek moze by¢ proces ,zrzucania” (ang. shedding)
z powierzchni komorek i/lub aktywnego ich wydzielania przez komorki jako sktadniki egzosomow

lub mikropgcherzykow [37].

Wiele badan in vitro pokazuje, ze profesjonalne komoérki prezentujgce antygen (APC), limfocyty
B, a takze komodrki nowotworowe wydzielajg egzosomy zawierajace duze ilosci czasteczek SMHC-
II. Hassan 1 wspoélautorzy wykazali, ze poziom sHLA-DR w osoczu krwi pacjentow
z ostra biataczka szpikowg jest 5 krotnie wyzszy niz u grupy kontrolnej [58], a takze koreluje on
ze stanem zapalnym w przewleklej obturacyjnej chorobie pluc [59] Odwrotna korelacja jest
obserwowana u pacjentow z czerniakiem, u ktorych poziom sHLA-DR jest nizszy niz

u pacjentow zdrowych [60].
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2 Cel pracy

Celem pracy bylo wytworzenie i charakterystyka mysich oraz chimerowych mysio-psich

przeciwcial monoklonalnych, ktore rozpoznawalyby antygeny powierzchniowe obecne

na komorkach psich chtoniakow B-komorkowych 1 wykazywatyby bezposrednie oraz zalezne

od uktadu odpornosci funkcje cytotoksyczne.

Celami czastkowymi byty:

1.

Uzyskanie stabilnych linii hybrydom wydzielajacych przeciwciata swoiste wobec psich
limfoidalnych linii komorkowych, a nastgpnie oczyszczenie i charakterystyka tych
przeciwcial.

Okreslenie specyficznosci przeciwciat na modelach komoérkowych in vitro

oraz na materiale biologicznym uzyskanym z psow.

Okreslenie cytotoksycznos$ci uzyskanych przeciwciat na r6znych liniach komérkowych.
Okreslenie epitopéw rozpoznawanych przez przeciwciata.

Wykonanie testu umozliwiajacego wzgledne ilosciowe okreslanie ilosci DLA-DR
w roznych rodzajach probek.

Amplifikacja i klonowanie ¢cDNA kodujacych przeciwciala mysie oraz wytworzenie
przeciwciata kaninizowanego.

Okreslenie cytotoksycznosci koniugatu przeciwciata z metotreksatem (MTX) w modelach
in vitro.

Wykazanie aktywnos$ci przeciwnowotworowej przeciwcial 1 koniugatu przeciwcial

z MTX w mysim modelu in vivo.
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3 Materialy i metody

3.1 Materialy

3.1.1 Odczynniki

Odczynniki: Firma:

Agaroza Applied Biosystems
Alkohol etylowy 96% POCH

Alkohol izopropylowy 99% POCH

Ampicylina Sigma

APS POCH

Ligaza T4 EURX

DMSO LabEmpire

Enzymy restrykcyjne Fast Digest

ThermoScientific

FBS Gibco, EURX
Zestaw: Agarose out, PCR Clean-up EURX
Glicyna POCH
HAT Sigma
HT Sigma
EX-CELL 610-HSF Sigma

FAST AP

Thermo Scientific
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Kwas siarkowy

POCH

L-glutamina (200mM)

Thermo Scientific

Marker biatkowy - GPB 260kDa prestained | Genoplast
Multicolor

Perfect Plus 1 kb DNA Ladder EURX
Metanol POCH
Octan amonu Sigma
Odwrotna transkryptaza - NG dART EURX
PEG-1450 Sigma
Penicillina- Streptomycyna Sigma
PMSF Sigma
Pozywka LB MIX BTL spoitka

Platinum SuperFi

Thermo Scientific

Simply Safe EURX
SDS POCH
TEMED Sigma
TMB BioShop
Tris POCH
B-merkaptoetanol ITD
RNA Extracol EURX
PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega)
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PEI Sigma
Histopaque®-1077 Sigma
Adjuvant Freunda Sigma
Czasteczki  lentiwirusa  ekspresjonujgce | Amsbio
lucyferaze

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell | Promega

Proliferation Assay

Pierce Protein A

Pierce Protein G

Thermo Scientific

Dopetniacz kréliczy

Biovet Pulawy

Vivo-Glo Lucyferyna

Promega

Bufory i pozywki

Bufor TAE (50x stezony)

242 g Tris-base

57,1 ml kwasu octowego

100 ml 0,5 mM EDTA

H20 dest.do 1000ml

Bufor obcigzajacy do elektroforezy DNA

40% sacharoza

0,5% blekit bromofenolowy

H2Onmilig
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Podtoze state do hodowli bakteryjnych

LB +2% agaroza

Bufor Laemmli (5x)

10% SDS

0,5% blekit bromofenolowy

500mM DTT

50% Glicerol

250mM Tris-HCI pH 6,8

Bufor SDS (5x)

15,19 Tris

50ml 10% SDS

94g glicyna

H>0O dest do 1000ml

Zel poliakrylamidowy rozdzielajacy

2,15ml MQ

1,5ml 40% akrylamidu

1,25ml Tris-HCI pH 8,8

50 ul 10% SDS

50 pul 10% APS

5 ul TEMED

Zel poliakrylamidowy zageszczajacy

1,83mI MQ

0,325ml 40% akrylamidu

0,325ml Tris-HCI pH 6,8

25 1l 10% SDS
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25 ul 10% APS

5 ul TEMED

Trypsyna (roztwor w PBS)

Trypsyna 0,25% + EDTA 0,02%

Kompletna pozywka DMEM + 10% FBS

(100ml)

85 ml bazy DMEM

10 ml FBS

1 ml 0,007% B-merkaptoetanolu

1 ml antybiotykow

1 ml 200mM L-glutamina

1 ml Non-essential amino acids

Bufor PBS

0,8% NaCl

0,2% NazHPO4-12H.0

0,02% KH2PO4

0,02% KClI

Bufor fosfocytrynianowy, pH 5

25.7 ml 0.2 M Na2HPOg4

24.3 ml 0.1 M kwas cytrynowy

50 ml H20 dest.

Substrat do ELISY (roztwor TMB)

1 mg TMB rozpuszczony w 1ml DMSO

9 ml buforu fosfocytrynianowego, pH 5

2 1l 30% H202

Bufor cytrynianowy, pH 3

3,5ml 0,1M cytrynian sodu
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46,5ml 0,1M kwas cytrynowy

50 ml H20 dest.

Przeciwciala i odczynniki do cytometrii

przeplywowej

Anty-mysie CD45 eBioscience
Anty-mysie 1gG PE BioLegend
Anty-mysie 1gG HRP SantaCruz

Streptawidyna-APC

Thermo Scientific

CellEvent Caspase-3/7 Green Flow

ThermoScentific

Cytometry Assay Kit
Anty psie IgG FITC Sigma
Jodek propidyny Sigma

Cell Trace

ThermoScientific
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3.1.2 DNA

3.1.2.1 Wektory
pcDNAS3.1 : wektor do ekspresji psiego i mysiego MHC-I1 w komédrkach eukariotycznych

pVITRO1-neo-mcs (Invivogen): wektor bicistronowy do ekspresji kaninizowanego przeciwciata
B5 w komérkach eukariotycznych

3.1.2.2 Startery oligonukleotydowe

W celu amplifikacji w reakcji PCR ¢cDNA potrzebnych gendw uzyto nastgpujacych startero6w
zawierajacych miejsca restrykcyjne:
Tabela 2 Startery uzyte do wytworzenia konstrukcji genowych do ekspresji powierzchniowej
lancuchéw psich i mysich MHC-II: psiego DLA-DR i mysiego I-E (podkreslone miejsce
restrykcyjne):

DLA-DRa F: GCGGATCCATGACCATAAGTGGAGTCC
R: GCCTCGAGTCAAAGAGGCCCTCGG
DLA-DRp F: GCGGATCCGTCCTTTCTGTTTTCCAGC
R: GCCTCGAGAGGAAGGTTTTTTCTTGAGGG

IEk a F: GCAGGATCCATGCTCAGCCTCTGCGG
R: GCATCTAGATCATAAAGGCCCTGGGTGTC
IEk F: GCAGGATCCATGTGGCTCCCCAGAGTTC

R: GCATCTAGATCAGCTCAGGAGTCCTGTTG

Tabela 3 Startery uzyte do uzyskania ¢cDNA do konstrukcji kaninizowanego przeciwciala
(H-tancuch ciezki, L-lancuch lekki, podkreslone miejsce restrykcyjne, pogrubione sekwencje
komplementarne, 1aczace si¢ w reakcji fuzyjnego PCR):

A: Cze$¢ mysia

HE11 F: CTTCCGGAATGGGATGGAGCTGGATC
R: CGTGGTGGAGGCTGAGGAGACGGTGACTGAGGTTC
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LE11 F: GCCAGATCTATGAGTGTGCCCACTC

R : CTGGAGATGGTTGGAACAAGGATA
CAGTTGGTGCAGC

HB5 F: CTTCCGGAATGGGATGGAGCTGGATC

R: CGTGGTGGAGGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGC
LBS F: GCCAGATCTATGAGTGTGCCCACTC

R : CTGGAGATGGTTGGAACAAGGATA
CAGTTGGTGCAGC

B: Czes¢ psia

HCANIS F:CTCAGCCTCCACCACG
R: CAGGATCCTCATTTACCCGGAGAATGG
LCANIS F: CTTGTTCCAACCATCTCCAG

R: CACTTGCTAGCTTAGTCCACTCTCTGACACTCG

3.1.3 Bakterie
Do klonowania wykorzystano szczep bakterii Escherichia coli DH5a

3.1.4 Linie komérkowe
1. HEK 293T (ang. human emrionic kidney): Linia komérkowa wyprowadzona

z embrionalnych komorek ludzkiej nerki.
2. Sp2/0-Agl4: Linia komoérkowa mysiego szpiczaka stworzona przez fuzj¢ splenocytow
myszy Balb/c i szpiczaka P3X63Ag8. Limfocyty B wrazliwe na selekcje w medium
HAT, stosowane do fuzji w celu uzyskania hybrydom.
CLBL1: psi chtoniak B-komérkowy CD11a, CD79a+, CD45+, MHCII +
CLB70: psia biataczka B-komoérkowa CD20+, CD45+, CD79a+, MHCII +
GL-1: psia linia biataczki B-komoérkowej, CD45+, CD79a+, MHCII —
CL-1: psia linia chioniaka grasicy
CHB89: psia linia komoérkowa komoérek NK
RAW 264.7: mysia linia makrofagowa

© © N o g & o

Raji : ludzka linia B-komorkowa chtoniaka Burkitta
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10. CHO: chomicza linia wyprowadzona z komorek nabtonkowych jajnika

3.1.5 Myszy
Uzyskanie przeciwciat: Mysz CD-1 Crl:CD1

Eksperymenty in vivo: Myszy NOD/SCID - NOD.CB17-Prkdc®9/J JAX™: 001303 myszy

charakteryzujace si¢ brakiem limfocytow T oraz B, limfopenig i hipogammaglobulinemig.

3.1.6 Prébki biologiczne
Wszystkie probki biologiczne: pelng krew, surowice, probki biopsji cienkoiglowych otrzymano
jako odpady medyczne dzigki uprzejmosci kliniki Neo-Vet i dr Wojciecha Hildebranda.

3.2 Metody

3.2.1 DNA

3.2.1.1 lzolacja RNA i odwrotna transkrypcja
RNA bylo izolowane z uzyciem odczynnika Renozol (EURX). Nastepnie uzyskane RNA zostato
przepisane na cDNA z uzyciem zestawu NG dART (EURX) wedtug instrukcji producenta.

3.2.1.2 PCR

Wszystkie reakcje zostaty wykonane z uzyciem polimerazy Platinum SuperFi wedlug instrukcji
producenta. Temperatura przylaczania starterOw zostala wyznaczana z uzyciem kalkulatora
na stronie producenta [https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific
/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resourcelibrary/thermo

-scientific-web-tools/tm-calculator.html].

Produkty po wizualizacji na zelu agarozowym byly izolowane za pomoca zestawu Agarose out
(EURX).
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3.2.1.3 Trawienie restrykcyjne
Produkty PCR badz wektory byty trawione za pomocg enzymdéw Fast Digest zgodnie z instrukcja
producenta. Do linearyzacji wektorow na ostatnie 10 minut dodawano alkaliczng fosfataze (FAST

AP, Thermo Scientific). Nastepnie oczyszczane za pomocg zestawu PCR Clean up (EURX).

3.2.1.4 Klonowanie
Reakcja ligacji byla prowadzona za pomocg ligazy T4 (EURX) z uzyciem odpowiednio

przygotowanych insertow i 0k.100ng wektora w proporcji 3:1 przez cata noc w temperaturze 14°C.

3.2.1.5 Transformacja bakterii

Chemikompetentne bakterie DHSo byly poddane transformaciji za pomoca szoku cieplnego.
Do 50pl zawiesiny bakteryjnej umieszczonej na lodzie dodano 3 pl reakcji ligacji, nastgpnie
inkubowano 20 minut na lodzie. Kolejno, przez 45 sekund inkubowano mieszaning bakterii
z DNA w temperaturze 42°C, przenoszono na 16d, po 3 minutach dodawano pozywki LB
1 wytrzasano przez 45 minut w temp. 37°C. Nastepnie bakterie wysiewano na ptytke z dodatkiem

odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego.

3.2.1.6 Minipreparacja DNA

Wyrosnigte kolonie zaszczepiono do 1ml LB z antybiotykiem, nastepnie zabezpieczono hodowlg
W postaci zamrozonej hodowli w 10% glicerolu 1 wyizolowano plazmid za pomocg standardowe;j
procedury lizy alkalicznej, a nastgpnie strgcania izopropanolem [61]. Nastepnie plazmidy trawiono
restrykcyjnie i poddawano elektroforezie w zelu agorozowym w celu potwierdzenia obecnosci

insertu.

3.2.1.7 Midipreparacja DNA

Kolonie bakteryjne zawierajace plazmid z pozadanym insertem zostalty namnozone w 100ml
pozywki LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego, nastgpnie plazmid zostal wyizolowany
za pomocg zestawu odczynnikow PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega), a st¢zenie

DNA plazmidowego zostato okre$lone z uzyciem aparatu NanoDropOne (Thermo Scientific).

3.2.2 Hodowla komérkowa

Wszystkie linie komérkowe byly hodowane w inkubatorze o statej temperaturze 37°C i 5% CO..
Psie linie limfoidalne (CLBL1,CLB70, GL-1, CH89) byly hodowane w pozywce RPMI z 15%
cielecej surowicy plodowej (FBS). Linia RAW 264.7 oraz HEK293T byly utrzymywane
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w pozywce DMEM z 10% FBS. Hybrydomy hodowano w pozywce EX-CELL 610-HSF
w obecnosci 1-2% FBS. Selekcji hybrydom poswigcono dziat 3.2.6.1.

3.2.3 Transfekcja

Komoérki HEK 293T lub CHO na jeden dzien przed eksperymentem wysiewano na ptytkach (125
tys. komoérek na dotek plytki 24-dotkowej lub 500 tys. na dotek ptytki 6-dotkowej). W dniu
transfekcji zmieniono medium na DMEM z 5% FBS niezawierajacy antybiotykow. Do transfekcji
zawieszono w soli fizjologicznej 1ug DNA, a nastepnie dodano 3ul PEI (na ptytke 24-dotkows).

Mieszaning inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie nakropiono na hodowlg.

3.2.4 Cytometria przeplywowa

Jesli nie zaznaczono inaczej, komorki barwiono przeciwciatami zawieszonymi w buforze FACS
(2% FBS w PBS bez jonéw wapnia i magnezu) lub supernatantem znad hodowli hybrydoma na
lodzie przez 30 minut, dwukrotnie plukano, nast¢pnie opcjonalnie barwiono koniugatem
fluorescencyjnym przeciwciat drugiej warstwy (swoistym wobec immunoglobulin 1gG mysich),
réwniez na lodzie przez 20 minut. Po plukaniu komorki zawieszano w 300ul buforu FACS

i analizowano na cytometrze przeptywowym FACSCalibur BD.

3.2.5 lzolacja PBMC

Komoérki jednojadrzaste izolowano z psiej krwi za pomocg wirowania w gradiencie ggstosci
roztworu rozgalezionych polisacharydow (Histopaque lub Ficoll). Rozpoczeto od dwukrotnego
rozcienczenia krwi buforem PBS, a nastgpnie bardzo delikatnie nakrapiano krew na roztwor
Histopaque 1077. Wirowano przez 20 minut z predkoscia 1000rpm w temperaturze pokojowej
z wylaczonym hamowaniem. Po rozdziale pobrano kozuszek leukocytarny, przeptukiwano

buforem PBS i uzywano do dalszych eksperymentow.

3.2.6 Otrzymanie przeciwcial

3.2.6.1 Immunizacja myszy
Mysz CBA-1 hodowana w warunkach SPF zostala 3-krotnie dootrzewnowo nastrzyknigta

(w odstepach 14 dniowych) zawiesing komorek linii CLBL1 (po ok.5 mlIn) w niekompletnym
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adjuwancie Freunda. 3 dni po ostatnim podaniu antygenu mysz zostatla poddana eutanazji,

a $ledziona byta wykorzystana do fuzji splenocytow z komoérkami mysiego szpiczaka Sp2.0.

Procedury byly wykonywane za zgoda II lokalnej komisji etycznej we Wroctawiu, numer zgody
70/2015.

3.2.6.2 Fuzja
Z pobranej sledziony zostata przygotowana zawiesina komorek, ktdra zostata nastepnie zmieszana

w proporcji 5:1 z komorkami linii Sp2.0. Fuzja zostata przeprowadzona przez powolne nakrapianie
50% roztworu PEG-1450. Komorki po fuzji zostaty zawieszone w medium EX-CELL z dodatkiem

selekcyjnym HAT (hipoksantyna, aminopteryna, tymidyna) i roztozone na 5 ptytek 96-dotkowych.

3.2.6.3 Selekcja hybrydom

Po 10 dniach od fuzji przeprowadzono screening w celu wylonienia hybrydom produkujacych
przeciwciata reaktywne wobec antygenéw na powierzchni komoérek CLBL1. Supernatant
z kazdego dotka zmieszano z koméorkami CLBLI i inkubowano 40 minut na lodzie. Nastepnie
odptukano i inkubowano z koniugatem fluorescencyjnym przeciwciata drugiej warstwy anty mysie
IlgG- PE (1:400). Analiz¢ intensywno$ci barwienia przeprowadzonO za pomocg cytometrii
przeptywowej. Wybrano 10 klonow o najwiekszej intensywnosci fluorescencji. Nastepnie wybrane

klony rozklonowano za pomoca szeregu rozcienczen i procedure screeningu powtorzono.

3.2.6.4 Oczyszczanie przeciwcial

Przeciwciata izolowano z supernatantu za pomoca oczyszczania na mieszaninie biatka A oraz
biatka G. Ztoze umieszczono na kolumnie, nastepnie przepuszczono supernatant, wyptukano
10-krotng objgtoscia kolumny buforem PBS, a nast¢pnie eluowano za pomocg buforu

cytrynianowego o pH =3.

3.2.7 Barwienia linii komérkowych i bioptatéw

W celu okreSlenia reaktywnosci przeciwciat wykonywano standardowe barwienie
cytofluorymetryczne [Rozdziat 3.2.4] z zastosowaniem roznego stgzenia przeciwcial. Jako druga
warstwe wykorzystywano koniugat anty mysie IgG PE. Do analizy byta brana pod uwage srednia

intensywnos$¢ fluorescencji (MFI).

44



Materialy 1 metody

3.2.8 Testy cytotoksyczne

3.2.8.1 Cytotoksycznos¢ zalezna od dopelniacza (CDC)

Supernantant badz oczyszczone przeciwciato inkubowano z dang linig komdrkowa przez 40 minut
na lodzie. Nastgpnie komorki odptukano w buforze FACS i zawieszono w 0,5 ml medium RPMI
z dopetniaczem kroliczym (1:20) i inkubowano przez 45 minut w 37°C. Nastepnie komorki
odptukano, zabarwiono jodkiem propidyny (0,2ug/ml) i przeanalizowano na cytometrze.

Okreslano odsetek komoérek martwych.

3.2.8.2 Test MTS

40 tys. komorek posadzono na plytce 96-dotkowej, a nastepnie stymulowano przeciwciatem badz
kombinacja przeciwciat. Po 48 godzinach dodano 20ul CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega) i po 60 minutach odczytano absorbancje przy 490nm na czytniku
Perkin EImer Wallac 1420 Victor?. Absorbancje dla proby kontrolnej uznawano za 100% zywych

komorek, a nastepnie przeliczano procentowy spadek.

3.2.8.3 Fagocytoza zalezna od przeciwcial

24 godziny przed eksperymentem komorki CLBL1 badz CLB70 zostaty zabarwione za pomoca
roztworu CFSE. Komorki inkubowano przez 20 minut w temp. 37°C w 5 puM roztworze
CellTrace™ (ThermoFisher) w obecnosci 2% FBS. Po odptukaniu komorki przeniesiono
z powrotem do hodowli. W dniu eksperymentu 2 x 10° komorek RAW 264.7 i 2 x 10* komoérek
CLBL1 lub CLB70 bylo umieszczonych wspolnie w dotku na plytce 24-dotkowej w obecnosci
przeciwciata B5, E11 lub kontrolnego przeciwciata o izotypie IgG2a ( 10 pg/mL) i hodowanych
przez 6 godzin. Nastgpnie komorki zostaly zabarwione przeciwciatem anty mysie CD45-APC
1 analizowane na cytometrze. Komorki CFSE + CD45 + podwojnie pozytywne zostaly policzone

jako ulegajace fagocytozie.

3.2.9 Wytworzenie linii CLBL1-LUC
Komorki CLBL1 zostaly stabilnie transdukowane za pomoca zakupionych gotowych czastek

lentiwirusowych zawierajacych gen lucyferazy swietlika pod kontrolg promotora EF1a (Amsbio).
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50ul gotowej zawiesiny wirusow zostato dodane do 150 tys. komorek na ptytce 24-dotkowe;j. 24
godziny po transdukcji dodano 0,5 ml §wiezego medium z dodatkiem puromycyny (1,5ug/ml).
Komoérki byty dalej hodowane w cigglej obecnosci antybiotyku.

3.2.10 Przedkliniczne badania aktywno$ci przeciwnowotworowej przeciwcial
Wszystkie czynnosci z wWykorzystaniem zwierzqt byty wykonane przez dr inz. Magdalene Milczarek
lub pod jej nadzorem.

3.2.10.1 Przeszczep komorek i podawanie preparatow
Myszy NOD/SCID byty hodowane w warunkach SPF w indywidualnie wentylowanych klatkach.

Wszystkie eksperymenty z wykorzystaniem zywych zwierzat przeprowadzono za zgoda
nr 117/2017 i 012/2019 1l Lokalnej Komisji Etycznej we Wroctawiu.

42 myszy nastrzyknieto komérkami CLBL-1-LUC (1x10” komérek/ mysz) do zyly ogonowej,
a nastgpnie losowo podzielono na pigé grup PBS, kontrolne 1gG, MTX, B5, koniugat B5-MTX (10
myszy na grup¢ B5 1 8 zwierzat na inne grupy), tak aby $rednia masa myszy w grupie byta rowna.
Preparaty zaczeto podawaé dootrzewnowo wg Tabeli 4, w dniu 4 po przeszczepie CLBL1-LUC
I powtarzano 3 razy w tygodniu. W dniu 15 wszystkie myszy z grup PBS, IgG i MTX zostaly
usmiercone z powodu oznak zlego stanu zdrowia wraz z losowo wybranymi 5 myszami z grupy
B5 i 5 myszy z grup B5-MTX, ktore nie wykazywaty zadnych widocznych oznak choroby (bez
utraty wagi ani zmiany zachowania). Pozostate 5 myszy z grupy B5 1 3 myszy z grupy BS-MTX
traktowano do dnia 20 Mab B5 i B5-MTX.

Tabela 4 Dawki preparatow podawanych myszom

PBS 100ul

lgG 2,5 mg /kg masy ciala
MTX 0,25mg/kg masy ciata
B5 2,5 mg /kg masy ciata
B5-MTX 2,5 mg /kg masy ciata
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3.2.10.2 Wizualizacja luminescencji
Lokalizacj¢ w ciele myszy i natezenie luminescencji komérek CLBL-1-LUC wizualizowano 15

dnia po przeszczepie stosujac system MS FX PRO In-Vivo. Dwadzie$cia minut przed
obrazowaniem podawano kazdej myszy dootrzewnowo roztwér soli potasowej D-lucyferyny
w dawce 150 mg/kg. Nastepnie, zwierzeta sedowano mieszaning 3—5% (v/v) izofluranu. Obrazy
analizowano za pomocg oprogramowania Bruker MI (Bruker INC., USA). Intensywnos$¢ sygnatu
luminescencyjnego byta wyrazana jako intensywno$¢ netto obszaru zainteresowania

w arbitralnych jednostkach [a.u.] luminescenciji.

3.2.10.3 Analiza narzadow

Po usmierceniu zwierzat zostata pobrana krew oraz narzady do analizy za pomoca techniki western
blotting (mdzg, sledziona, watroba, ptuca) oraz ko$¢ udowa, z ktoérej wyizolowano szpik kostny,
ktory dodatkowo zostal rowniez przeanalizowany na obecnos$ci komoérek nowotworowych

za pomoca cytometrii przeptywowe;j.

3.2.11 ELISA

Za pomoca testu ELISA byta okre§lana wzgledna ilos¢ rozpuszczalnej formy DLA-DR
w surowicy Krwi.

Ptytki wysoko adhezyjne (MaxiSorp, NUNC) zostaty optaszczone przeciwcialem B5 (1pug/ml
w PBS) przez noc w 4°C. Nastepnego dnia ptytki byly blokowane w 5% odttuszczonym mleku
przez godzing w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym ptukaniu buforem PBST naktadane byto
biotynylowane przeciwciatlo E11 (1pg/ml) i inkubowane przez godzing w temp. pokojowe;.
Kolejno po ptukaniu naktadano koniugat streptawidyny z peroksydaza chrzanowg (STV HRP),
a nastepnie substrat dla HRP (TMB). Reakcj¢ zatrzymywano 1N H2SO4, absorbancje odczytano
przy 450 nm na czytniku Perkin Elmer Wallac 1420 Victor?.

3.2.12 Kaninizacja

W celu stworzenia hybrydowych tancuchow przeciwciata BS wykonano najpierw amplifikacje
psich genéw lekkiego oraz cigzkiego tancucha immunoglobulin wykorzystujac startery z Tabeli 5.
Na podstawie poréwnania mysiej 1 psiej sekwencji nukleotydowej immunoglobulin opracowano
strategie polaczenia mysiej czeSci zmiennej przeciwciala B5 z regionem stalym psiej

immunoglobuliny. Za pomocg reakcji fuzyjnego PCR uzyskano hybrydowe tancuchy ciezki oraz
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lekki, a nastepnie wklonowano je do bicistronowego wektora pVITRO jak przedstawiona

na Rysunku 23.

W celu wytworzenia hybrydowych tancuchéw kaninizowanego przeciwciata, na podstawie
porownania mysiej i psiej sekwencji nukleotydowej immunoglobulin okre$lono miejsce potaczenia
mysiej cze$ci zmiennej przeciwciala B5 z regionem staltym psiej immunoglobuliny i pomocag
reakcji fuzyjnego PCR uzyskano hybrydowe tancuchy ciezki oraz lekki (uzyto starterow z Tabeli
3), anastepnie wklonowano je do bicistronowego wektora pVITRO jak przedstawiona na Rysunku

4.
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Rysunek 4 Mapa wektora pVITRO1-neo z wklonowanymi hybrydowami lancuchami przeciwciala.

Kolorem niebieskim zaznaczono lancuch lekki (na granatowo psig czes¢ stalg, blekitnym mysig czesé

.......

3.2.13 Metody statystyczne

Do analiz statystycznych wykorzystano program GraphPad Prism 5 i test analizy wariancji
ANOVA z poprawka Bonferroniego.
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4 Wyniki

4.1 Otrzymanie przeciwcial reaktywnych wobec komorek psiego chloniaka
B-komorkowego

W celu wytworzenia specyficznych przeciwcial monoklonalnych przeprowadzono immunizacjg
myszy psig linig chtoniaka B-komoérkowego, w wyniku czego uzyskano panel klonéw komorek
hybrydoma, na ktérych przeprowadzono dalsze testy reaktywnosci, specyficznosci i aktywnosci
biologicznej. Dwa klony o reaktywnosci specyficznej wobec chtoniakow B i B/T komoérkowych,
a nie wobec prawidtowych leukocytéw krwi i komorek NK daty najbardziej obiecujace wyniki

i zostaty wybrane jako przedmiot dalszej pracy.

4.1.1 Uzyskanie hybrydom

W wyniku immunizacji myszy komorkami linii CLBL1, a nastepnie fuzji splenocytow i hodowli
w medium selekcyjnym wytworzono hybrydomy, ktdre nastepnie poddano selekcji i wybrano dwa
klony (B5 oraz E11) reaktywne wobec antygenow na powierzchni komorek psich chtoniakow
B-komorkowych. W celu dalszego okreslania specyficznosci, supernatantem znad hybrydom
zabarwiono rézne limfoidalne psie linie komorkowe oraz jednojadrzaste komorki wyizolowane
z krwi zdrowego psa. Obydwa klony wykazaly reaktywno$¢ wobec dwoch typowych linii
B-komoérkowych CLBL1, CLB70, linii T komorkowej CL-1, natomiast nie miaty powinowactwa
do linii NK (CH89), prawidtowych jednojadrzastych komoérek krwi (PBMC), ani linii GL-1, ktora
jest linig mieszang B/T, pozbawiong ekspresji MHC klasy Il (Rysunek 5).
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CLBL1

CLB70

CL-1

GL-1

E1l

Rysunek 5 Analiza cytofluorymetryczna reaktywnosci otrzymanych przeciwcial wobec limfoidalnych

psich linii komoérkowych oraz leukocytow krwi obwodowej (PBMC). Barwienie za pomoca

supernatantéw znad hybrydom B5 oraz i E11 i koniugatu fluorescencyjnego drugorzedowego

przeciwciala anty mysie IgG [Zrodlo [62]].

W kolejnym kroku przetestowano 19 roznych bioptatéw od psow chorych na chtoniaki B, mieszane

B/T oraz T-komorkowe (Tabela 5) i wykazano, ze przeciwciata sg reaktywne wobec $wiezo

wyizolowanych komorek nowotworowych chtoniakoéw z ekspresja MHC-II (9 probek chtoniakow

B-komorkowych, 3 mieszane B/T, oraz 1 chioniak T komodrkowy). Przyktadowe obrazujace

barwienia pokazano na Rysunku 6.
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Tabela 5 Lista przebadanych bioptatow o okreslonym fenotypie wraz z S$rednig

intensywnoscia fluorescencji analizy cytometrycznej [MFI 50-150: +, MFI 150-500: ++, MFI

>500: +++].
MFI
Nazwa | Typ Fenotyp 5E =11
CH9/15 | B-kom. | CD21, MHCII, CD45, CD79a. | + +
CD34, MHCII, CD45R,
CH3 B-kom. | CD79a - -
CH10/15 | B-kom. | CD21, MHCII, CD45, CD79a. | + +
CH11/15 | B-kom. | CD21, MHCII, CD45, CD79a | ++ ++
CH12/15 | B-kom. CD21, MHCII, CD45, CD79a | ++ ++
CD21, MHCII, CD45R,
CH16 B-kom. | CD79a + +
CD21, MHCII, CD45R,
CH17 B-kom. CD79a ++ +
CD21, MHCII, CD45R,
CH18 B-kom. | CD79a ++ +
CD21, MHCII, CD45R,
CH19 B-kom. CD79%a ++ +
CD3, CD8, CD5, CD45,
CH4/15 | T-kom. MHCII ++ +
CHS8 T-kom. CD3, CD4, CD5, CD46 - -
CH9 T-kom. | CD3, CD4, CD5 - -
CH41 T-kom. CD3, CD4, CD45 - -
CH42 T-kom. | CD3, CD4, CD5, CD45 +/- -
CH25 mieszany | CD3, CD4, CD79%a + +
CH29 mieszany | CD3, CD34,CD45, CD79a - -
CD3+/-, CD5+/-,CD21, CD14,
CH30 mieszany | CD34+/-, MHCI|, CD45,
CD79a +++ | ++
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CD3+/-, CD5+/-, CD8+/-,
CH50 mieszany | CD21, MHCII, CD45,
CD790+/- ++++ | +++
CD3+/-, CDA4+/-, CD5+/-,
CH67 mieszany | CD8+/-, CD21+/-, MHCII,
CD45, CD79a+/- ++ ++

CH67 chioniak mieszany B/T
CD3+/-, CDA+/-, CDS+/-, CD8+/-,
CD21+/-, MHCII, CD45, CO79%a+/-
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Rysunek 6 Analiza cytofluorymetryczna reaktywnosci otrzymanych przeciwcial wobec komorek ze
$wiezych biopsji cienkoiglowych weztéw chlonnych pséw cierpiacych na chloniaka B komérkowego

oraz B/T komoérkowego.

4.1.2 Identyfikacja epitopu rozpoznawanego przez przeciwciala B5 i El1

oraz potwierdzanie specyficznosci

W celu identyfikacji  epitopow  rozpoznawanych przez przeciwciala  wykonano
immunoprecypitacje biatek z lizatu linii CLBLI1, a przygotowane probki biatkowe poddano
elektroforezie SDS-PAGE, nastgpnie zel wybarwiono srebrem [wykonane przez dr hab. Andrzeja
Rapaka]. Pasma obecne w probkach immunoprecypitowanych przeciwciatami B5 1 El1, lecz
nieobecne w immunoprecypitatach kontrolnymi przeciwciatami IgG2a, wycieto i wystano
do ,,Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas” w IBB PAN w Warszawie w celu

identyfikacji znajdujacych si¢ w nich bialek metoda spektrometrii masowej. Wyniki analizy
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przedstawiono na Rysunku 7. Poza tubuling, ktora nie wystgpuje na powierzchni komorki, wiec
nie zostata wzigta pod uwage, gtdéwnym typowanym biatkiem byto MHC klasy II, ktére stalo si¢

przedmiotem dalszych analiz.
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Rysunek 7 Rozdzial elektroforetyczny produktéw immunoprecypitacji z lizatow bialkowych linii
CLBL1 za pomoca przeciwcial BS i E11 oraz identyfikacja skladu bialek w wycietych fragmentach

Zelu (czerwone ramki) metoda spektometrii mas.

W celu potwierdzenia, ze rozpoznawanym przez przeciwciata B5 i E11 antygenem jest DLA-DR,
wykonano konstrukty na bazie wektora pcDNA3.1 zawierajace cDNA tancucha alfa oraz beta
DLA-DR oraz DLA-DQ), a nastgpnie transfekowano nimi przejsciowo komorki HEK293T w celu
powierzchniowej ekspresji dimeréw DRaf, DQaf, DQaDRf, DRaDQp wskazanych na Rysunku
8. Wykazano reaktywno$¢ obu przeciwcial wobec dimeru DLA-DRaf3 oraz brak reaktywnos$ci
wobec dimero6w mieszanych oraz dimeru DLA-DQ), co potwierdzito, ze epitopy dla przeciwcial BS
i E11 znajduja si¢ na czgsteczce DLA-DR, lecz nie na czgsteczce DLA-DQ. Warto rowniez
zauwazyC, ze przeciwcialo BS5 wigzato si¢ nieznacznie, lecz powtarzalnie do chimerowe;j
czasteczki DRaDQp, co sugerowato, ze epitop dla tego przeciwciata znajduje si¢ w obrebie

lancucha DRo.
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DRap DRaDQp DQaDRp DQap

Rysunek 8 Analiza cytometryczna reaktywnosci przeciwcial B5 i E11 wobec lancuchéw o i f§
czasteczek DLA-DR (DRap), DLA-DQ, (DQaf) oraz chimerowych czasteczek DLA-DRaDQf i DLA-
DQauDRp ulegajacych ekspresji na powierzchni komérek HEK293T po ich przejsciowej transfekcji
konstrukcjami genowymi. Biale histogramy pokazuja barwienie mysimi przeciwcialami kontrolnymi

0 izotypie 1gG2a.

Kolejno podjeto probe okreslenia, na ktorym tancuchu znajduje si¢ miejsce wigzania przeciwciala.
W tym celu wytworzono konstrukty genowe bazie wektora pcDNAS3.1 pozwalajace na ekspresje
powierzchniowa tancuchow alfa i beta mysiego MHC-1I I-Ek w kombinacjach z tancuchami o i
psich czasteczek DLA-DR. Na Rysunku 9 przedstawiono wynik analizy reaktywnos$ci przeciwcial
B5 i E11 wobec transfekowanych wytworzonymi konstruktami komérek HEK293T. Zadne
z przeciwcial nie wykazalo powinowactwa wobec mysiej czasteczki MHC-II ani hybrydowej
czasteczki I-EaDRp, natomiast BS mAb w przeciwienstwie do E11 rozpoznawato hybrydowa
czgsteczke DRal-Ef. Wykazano w ten sposob, ze przeciwcialo B5 rozpoznaje epitop znajdujacy
si¢ w obrebie tancucha alfa czgsteczki DLA-DR, natomiast wigzanie przeciwciata E11 wymaga

obecnosci obydwu psich tancuchéw DLA-DR.
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Rysunek 9 Analiza cytofluorymetryczna komorek HEK293T za pomoca przeciwcial B5 i E11 po ich
przejsciowej transfekcji konstrukcjami genowymi kodujacymi lancuchy o i p psich czasteczek DLA-

DR (DRap), DLA-DQ (DQap), mysich czasteczek I-E (1-Eaf) oraz czasteczek chimerowych mysio-
psich (I-EaDRp i DRal-EB) [zrodto [62]].

Za pomoca techniki Western blotting scharakteryzowano reaktywnosc¢ przeciwciat BS i E11 wobec
czasteczki DLA-DR znajdujacej si¢ w lizatach komorkowych. Swoiste pasma zaobserwowano
tylko w niezdenaturowanych lizatach, ktore nie zostaly poddane ogrzewaniu do 90 stopni.
Wykazano, ze przeciwciata rozpoznaja czasteczki tylko w formie niezdenaturowanej, a podgrzanie

badz dodanie mocznika powoduje zanik reaktywno$ci zarowno przeciwciata B5 jak i E11
(Rysunek 10).
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Rysunek 10 Analiza Western blotting reaktywnosci przeciwcial B5i E11 oraz przeciwciala anty-DLA-
DRp1 (aDRB1) (rozpoznajacego epitop liniowy w obrebie lancucha B czasteczki DLA-DR) wobec
zdenaturowanych lub nie zdenaturowanych lizatéw z linii CLBL1 [ zrédlo [62]].

Poniewaz psie czasteczki MHC-II wykazuja wysoka homologie sekwencji do ludzkich czasteczek
HLA, sprawdzono reaktywno$¢ przeciwcial wobec ludzkiej linii B-komoérkowej Raji.
Wykorzystano do eksperymentu przeciwcialo L243 rozpoznajace HLA-DR 1 poréwnano
intensywno$¢ fluorescencji barwienia przeciwciatem B5 i E11 oraz L243 na psiej (CLBL1) oraz
ludzkiej (Raji) linii komorkowej (Rysunek 11) za pomoca cytometrii przeptywowej. Wykazano,
ze Mab B5 i E11 dajg kilkukrotnie wyzszg fluorescencj¢ na linii psiej, natomiast L243 mAb

na ludzkiej linii Raji.
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Rysunek 11 Srednia intensywno$¢ fluorescencji barwienia uzyskana dla réznych stezen przeciwcial

B5i E11 oraz L243 na psiej (CLBL1) i ludzkiej (Raji) linii komorkowej [ zrédlo [62]].

4.2 Testy cytotoksyczne

Poniewaz celem nadrzgdnym wytworzenia przeciwcial B5S i E11 byla ocena ich potencjatu
terapeutycznego, okreslono ich cytotoksycznos$¢ bezposrednig oraz zalezng od funkcji uktadu
odporno$ci. Uruchamianie przez przeciwciata réznych mechanizmow cytotoksycznosci moze
zwigkszaé efekt terapeutyczny, ale jednocze$nie moze tez powodowaé skutki uboczne podczas

terapii.

4.2.1 Analiza cytotoksycznos$ci bezposredniej przeciwcial

W celu wykazania bezposredniej cytotoksycznosci przeciwcial, ktora jest najbardziej pozagdanym
efektem biologicznym, wykonano testy cytotoksycznosci za pomocg testu MTS. Komorki byty
inkubowane z przeciwciatami przez 48 godzin, po ktérych analizowano odsetek zywych komorek.
Przeciwcialo B5 spowodowato spadek zywotnosci 0 ok. 20-30% w poroéwnaniu do komoérek
traktowanych przeciwcialem kontrolnym, natomiast przeciwcialo E11 wywolywalo efekt
cytotoksyczny na poziomie 25-40% zaleznie od linii komorkowej (Rysunek 12) .
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Rysunek 12 Odsetek zywych komérek linii CLBL1 oraz CLB70 po 48 godzinnej inkubacji
z przeciwcialami BS, E11 w poréwnaniu do proby kontrolnej traktowanej mysim przeciwcialem 1gG
analizowany za pomocg testu MTS. Wykres przedstawia usrednione wyniki z 3 eksperymentéw wraz

z odchyleniem standardowym.

4.2.2 Analiza mechanizmu apoptozy wywolywanej przez przeciwciala BS i E11

W celu charakterystyki mechanizméw $mierci komorki wywotywanej przez traktowanie komorek
nowotworowych przeciwciatami B5 i E11 wykonano barwienie za pomoca koniugatu
fluorescencyjnego aneksyny V (Rysunek 13). Aneksyna przylacza si¢ do fosfatydyloseryny
przenoszonej ze strony cytozolowej dwuwarstwy lipidowej na stron¢ zewnatrzkomoérkowa,
podczas inicjacji procesu apoptozy. Réwnolegle barwienie komorek jodkiem propidyny pozwala
na okreslenie zywotno$ci komorek. Po 48 godzinnym traktowaniu linii CLBL1 i CLB70 wyzej
wymienionymi przeciwciatami, zaobserwowano, ze przeciwcialo B5S wywoluje apoptoze u 62%
komorek chtoniaka CLBL1 1 41% biataczki CLB70, natomiast przeciwciato E11, dziata stabiej
w tym tescie wywotujac odpowiednio 38 i 15% apoptozy (Rysunek 13).
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Rysunek 13 Analiza cytofluorymetryczna bezposredniej cytotoksycznos$ci przeciwcial B5 i E11 wobec
komorek CLBL1 i CLB70 metoda barwienia koniugatem fluorescencyjnym aneksyny V i jodkiem
propidyny (PI). Jako kontroli izotypowej (IgG) uzyto mysich przeciwcial monoklonalnych klasy
19G2a [ zrodlo [62]].

Kolejnym krokiem byto pokazanie czy smier¢ komorki jest zalezna od aktywacji kaspaz. W tym
celu wykonano barwienia z uzyciem odczynnika Cell Event Caspase 3/7, ktory jest
fluorescencyjnie wyznakowanym substratem dla kaspaz 3/7 oraz z barwnikiem Sytox
wybarwiajacym martwe komorki. Po traktowaniu przeciwcialem BS badz wytworzonym
koniugatem B5-MTX [Rozdziat 4.5] u ponad potowy komorek linii CLBL1 oraz CLB70 wykazano
aktywno$¢ kaspaz. Natomiast w przypadku linii GL-1, ktéra nie ma na swej powierzchni
czasteczek MHC-II nie zaobserwowano zadnej cytotoksycznosci co  wskazuje

na swoistos¢ efektu (Rysunek 14).
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Rysunek 14 Analiza cytofluorymetryczna apoptozy wywolanej przeciwcialami B5 i EI11
na komérkach CLBL1 i CLB70 metodg barwienia koniugatem fluorescencyjnym substratu dla
kaspazy 3/7 i barwnikiem martwych komoérek Sytox. Na dotplotach zaznaczono odsetek komorek
podwadjnie pozytywnych czyli martwych na drodze apoptozy. Jako kontroli izotypowej (IgG) uzyto
mysich przeciwcial monoklonalnych klasy IgG2a [zrédio [63]].

Dodatkowo w celu zobrazowania lokalizacji komodrek apoptotycznych w agregatach
homotypowych obserwowanych przy traktowaniu komorek linii CLBL1 i CLB70 przeciwciatem
B35, wykonano zdje¢cia za pomoca mikroskopu konfokalnego (Rysunek 15). Agregaty komorek
nawirowane na szkietka podstawowe zostaty wybarwione za pomocg barwnikoéw DAPI (barwigcy
jadra komorkowe), Sytox (barwnik zywotno$ci komorek) oraz substratu dla kaspazy 3/7.
Uwidocznito to martwe komorki gléwnie na obrzezach agregatu oraz pojedyncze wolnoptywajace

komorki.
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Rysunek 15 Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy pojedyncze grono komorek CLBL1
traktowanych przeciwcialem BS przez 24h i wybarwione barwnikiem DAPI, barwnikiem Sytox
(czerwony) oraz koniugatem fluorescencyjnym substratu dla kaspazy 3/7 (zielony) [Obrazowanie

wykonane przez dr Michala Majkowskiego].

Kolejnym potwierdzeniem, ze $mier¢ komorek jest zalezna od kaspaz byt eksperyment z uzyciem
inhibitora kaspaz ZVAD-fmk. Inkubacja komorek CLBL1 réwnoczes$nie z ZVAD i przeciwcialem
B5 powoduje znaczace obnizenie poziomu cytotoksyczno$ci w poréwnaniu do B5 — 18% versus
40%. (Rysunek 16).
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Rysunek 16 Odsetek komorek linii CLBL1 aktywujacych kaspaze 3/7 w efekcie 24 godzinnego
traktowania przeciwcialem BS, kontrolnym mysim przeciwcialem IgG lub buforowanym roztworem

soli fizjologicznej (PBS) przy braku lub w obecnosci inhibitora kaspaz ZVAD.
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4.2.3 Cytotoksyczno$é zalezna od ukladu odpornosci

Znaczacg role w efekcie przeciwnowotworowym przeciwcial ma ich zdolno$¢ do pobudzania

uktadu immunologicznego i dziatania przez region Fc. W celu okreslenia takich wtasciwos$ci

przeciwcial B5 1 El1 sprawdzono mozliwos¢ wywolywania cytotoksycznosci zaleznej

od dopehiacza oraz fagocytozy zaleznej od przeciwcial.

4.2.3.1 Cytotoksycznos¢ zalezna od dopelniacza

W celu wykazania cytotoksycznos$ci przeciwcial B5 1 E11 zaleznej od dopetniacza inkubowano

komorki optaszczone przeciwciatami z dopetniaczem kroliczym. W pierwszym eksperymencie

wykazano dziatanie cytotoksyczne na poziomie 90% i 98% odpowiednio dla przeciwciata BSi E11

, przy stezeniu przeciwcial wynoszacym 10 pg/ml. (Rysunek 17).
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Rysunek 17 Analiza cytofluorymetryczna $miertelnosci komorek

poddanych testom

na cytotoksyczno$¢ zalezna od dopelniacza z uzyciem przeciwcial B5, E11 oraz kontrolnego IgG

za pomoca barwienia jodkiem propidyny. W panelu géornym zaprezentowano wykresy wielkosci

(FSC-H) i ziarnistosci (SSC-H) komorek, a elektronicznymi bramkami (czerwone elipsy) zaznaczono

populacje komoérek zywych. Na dolnym panelu przedstawiono histogramy natezenia fluorescencji

jodku propidyny. Zabramkowano (niebieskie linie) populacje komorek martwych.
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Nastepnie wykonano szersze do$wiadczenie na dwoéch liniach B-komoérkowych oraz w caltym
panelu stezen przeciwcial. Wykazano, ze przeciwciala juz w stezeniu Spg/ml zabijaja odpowiednio

ponad 80% komorek linii CLBL1 i ponad 70% komorek linii CLB70 (Rysunek 18).
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Rysunek 18 Odsetek martwych komorek w tescie cytotoksycznosci zaleznej dopelniacza w funkcji
réznych stezen przeciwcial na dwoch liniach psich chloniakéw B-komoérkowych (CLBL1 i CLB70).
Analiza zostala wykonana za pomocg barwienia jodkiem propidyny i analizy cytofluorymetrycznej

i przedstawia $rednia z 3 eksperymentow [zrodlo [62]].

W celu oszacowania wptywu przeciwciat BS i E11 na przezycie prawidtowych komorek krwi
obwodowej psa, wykonano test na $wiezo wyizolowanych leukocytach od zdrowych psow
ze wskazanymi na Rysunku 13 przeciwcialami. Wykazano nieznaczng cytotoksycznosé
przeciwciat B5 (8,7% komoérek martwych) i Ell1 (7,1%) w stosunku do kontrolnej
immunoglobuliny IgG (5,7%) (Rysunek 19).
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Rysunek 19 Analiza cytofluorymetryczna - wykresy typu ,,dotplot” wielkoSci i ziarnistosci komorek
oraz histogramy dokumentujace analize psich PBMC poddanych testom na cytotoksyczno$¢ zalezng

od dopelniacza z uzyciem przeciwcial BS, E11 oraz kontrolnego IgG za pomoca barwienia jodkiem
propidyny.

4.2.3.2 Analiza fagocytozy zaleznej od przeciwcial B5i E11

Celem doswiadczenia byto okreslenie, czy badane przeciwciata aktywuja mechanizmy fagocytozy
komorek psich chtoniakéw — linii CLBL1 i CLB70. Na wykresach mozna zaobserwowac¢ od kilku
do kilkunastu procent komorek podwdjnie pozytywnych (CFSE+CDA45+), czyli komoérek
nowotworowych wyznakowanych CFSE, ktore zostaty wchionigte przez, oznaczone markerem
CD45, mysie makrofagi (linia RAW?264).

Na Rysunku 20 przedstawiono przyktadowe analizy typu ,,dotplot” oraz wykresy zbiorcze
przedstawiajace Sredni poziom fagocytozy wywotywanej przez wskazane przeciwciata

z 3 niezaleznych eksperymentow.
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Rysunek 20 Analiza cytofluorymetryczna fagocytozy zaleznej od przeciwcial B5 oraz E11 z uzyciem
mysiej linii RAW264 na liniach CLBL1 i CLB70. WyKkresy typu ,,dotplot” przedstawiaja wybarwione
za pomocg barwnika wewnatrzkomorkowego CFSE linie CLBL1/CLB70 oraz zabarwione
przeciwcialem antyCD45 mysie makrofagi RAW264. Ramka zaznaczono komorki podwdéjnie
pozytywne czyli psie komorki wchloniete przez makrofagi. Wykres obok przedstawia $redni odsetek
komérek ulegajacych zaleznej od przeciwcial fagocytozie w trzech niezaleznych eksperymentach.

[Zrodlo [62]].

4.3 Ocena przydatnosci przeciwcial BS i E11 do diagnostyki psich chloniakéow
metoda ELISA

Okreslenie poziomu DLA-DR moze stanowi¢ warto$ciowe narzedzie w diagnostyce chtoniakéw
1/lub monitorowaniu skuteczno$ci ich leczenia. Opracowanie testu ELISA w prosty sposob
umozliwia okre$lanie wzglednej iloSci czasteczek DLA-DR w roznych rodzajach probek
biologicznych. Poniewaz epitopy przeciwciat BS i E11 nie pokrywaja si¢, daje to mozliwosé

wykorzystania ich do skonstruowania testu kanapkowego ELISA.
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4.3.1 Ocena poziomu ekspresji DLA-DR w lizatach i biopsjach wezléw chlonnych pséw
chorych na chloniaki z limfocytow B.

Dziatanie testu najpierw sprawdzano na lizatach biatkowych z linii koméorkowych o silnej ekspres;ji
(MHCII+) lub bez ekspresji (MHCII-) MHC klasy Il. Na Rysunku 21 zaprezentowano poziomy
absorbancji w tescie kanapkowym ELISA dla lizatéw psich linit MHCII+ (CLBL1, CLB70, CL1),
ktore sg co najmniej kilkukrotnie wyzsze w stosunku do lizatow linii kontrolnych MHC- , takich

jak CH89 i GL-1 oraz prawidtowych komoérek PBMC oraz ludzkiej linii Raji.

AbS450n m

Rysunek 21 Analiza wzglednego poziomu ekspresji MHC-II w lizatach z linii komérkowych
wyrazajacych DLA-DR (CLBL1, CLB70, CL-1, cPBMC), HLA-DR (Raji) i niewyrazajacych DLA-
DR (CHB89, GL-1) w tescie ELISA z uzyciem przeciwcial BSi E11.

Kolejnym krokiem byta ewaluacja testu na lizatach biatkowych z bioptatow cienkoiglowych
od psow cierpigcych na rézne typy chtoniakoéw. Przetestowano 6 chtoniakéw T-komoérkowych, 22
B- komorkowych, 5 mieszanych B/T oraz 8 biopsji kontrolnych od osobnikéw poddanych

eutanazji z przyczyn innych niz chioniaki. Wykazano, ze grupy chioniakéw B oraz B/T
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komorkowych majg statystycznie wyzszy poziom ekspresji DLA-DR niz préby kontrolne (p<0,01)
(Rysunek 22).
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Rysunek 22 Wzgledny poziom ekspresji DLA-DR w lizatach z bioptatow psich chloniakow B, T oraz
B/T komorkowych lub kontrolnych (bez nowotworu - C), oznaczony za pomoca testu ELISA
wykorzystujacego przeciwciala BS i E11.

4.3.2 Ocena poziomu rozpuszczalnej formy DLA-DR w surowicy pséw chorych na
chloniaki

Poniewaz rozpuszczalne MHC-II jest przedmiotem badan jako potencjalny marker progres;ji
nowotworow [Rozdzial 1.8], zbadano rowniez jego obecnos¢ w surowicy psOw cierpigcych
na chloniaki oraz kontrolnie pséw po leczeniu oraz zdrowych. Wykazano, ze w grupie psoOw
chorych poziom jest ok. 5-krotnie wyzszy niz u psow leczonych oraz 2,5- krotnie wyzszy niz

u psoéw zdrowych (Rysunek 23).
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Rysunek 23 Wzgledny poziom sDLA-DR w surowicy psow chorych na chloniaki, leczonych oraz
zdrowych okreslony za pomoca poziomu absorbancji uzyskanej w tescie ELISA z uzyciem

przeciwcial B5 i E11 [zrodlo [63]].

4.4 Otrzymanie i wstepna charakterystyka chimerowego kaninizowanego

przeciwciala BS

W celu potencjalnego wykorzystania przeciwciata B5 w terapii psich chtoniakéw, zdecydowano
si¢ na probe wytworzenia jego odmiany chimerowej kaninizowanej (czyli posiadajacej mysie
fragmenty zmienne oraz psie fragmenty state przeciwcial). W zatozeniu taka forma przeciwciata
bytaby bezpieczniejsza i skuteczniejsza w probach klinicznych ze wzgledu na lepsze wlasciwosci
farmakokinetyczne (np. dluzszy okres poéitrwania w osoczu) oraz na mniejsze pobudzanie
odpowiedzi odpornosciowej przeciwko lekowi niz przeciwcialo mysie przy wielokrotnych

podaniach.

Ekspresj¢ przeciwciata prowadzono w komorkach linii CHO, ktére transfekowano standardowa
metoda (Rozdzial 3.2.3). Nastepnie za pomocg cytometrii przeptywowej obserwowano

reaktywnos$¢ supernatantu pohodowlanego z transfekowanych komoérek wobec dwoch psich linii
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B-komoérkowych (CLBL1 i CLB70) oraz brak powinowactwa do kontrolnej linii NK (CH89), ktora
nie posiada epitopu dla przeciwciata B5 (Rysunek 24).

CcLBL1 CLB70 CH89

Rysunek 24. Analiza cytofluorymetryczna reaktywnos$ci supernatantu pohodowlanego
transfekowanych komérek CHO wobec dwéch psich linii B-komérkowych oraz kontrolnej linii NK

za pomocg cytometrii przeplywowe;j.

4.5 Uzyskanie i wlasciwos$ci koniugatu przeciwcialo lek - B5-MTX

Rozwazajac terapi¢ celowang 1 chcac polepszy¢ wilasciwosci cytotoksyczne preparatu,
zdecydowano si¢ na przylaczenie do przeciwciata B5 czasteczek metotreksatu (MTX). MTX jest
zwigzkiem tanim i znanym od dawna. Dodatkowo jest tatwy do przylaczenia kowalencyjnego
do biatek poprzez wolne reszty aminowe aminokwasow. Preparaty B5-MTX, na ktorych
prowadzono badania zostaty wykonane przez dr Jarostawa Cickota i zawieraty ok. 40 czasteczek

MTX na czgsteczke przeciwciata.

Wiasciwosci cytotoksyczne koniugatu przeciwciata B5 zostaty porownane to samego przeciwciata
w kilku testach. Przeanalizowano poziom wigzania koniugatu do linii CLBLI1, bezposrednia
cytotoksycznos¢ z  wykorzystaniem testu MTS, mechanizm dzialania w tescie
z dodanym inhibitorem ZVAD oraz poziom wywolywanej apoptozy odczytywany jako aktywnos¢
kaspazy 3/7.

Koniugacja czasteczek metotreksatu do przeciwciata B5 zmniejszyta poziom powinowactwa

czasteczki do komorek linii CLBL1 0 ok. 50% co pokazano na Rysunku 25, lecz mimo to koniugat
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wykazuje o okoto 20% lepsze dziatanie cytotoksyczne w stosunku do linii CLBL1 i CLB70 niz
samo przeciwciato B5. Ponadto rowniez nie wywotuje cytotoksycznosci nieswoistej do komorek

linii kontrolnej GL-1 nie wykazujacej ekspresji DLA-DR (Rysunek 26).
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Rysunek 25 Srednie natezenie fluorescencji (MFI) uzyskane technika cytometrii przeptywowej po
barwieniu komérek linii CLBL1 réZnymi stezeniami przeciwciala BS oraz koniugatem B5-MTX

[Zrodlo [63]].
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Rysunek 26 Spadek odsetka zywych komorek linii CLBL1, CLB70 oraz kontrolnej linii GL-1 po 48
godzinnej inkubacji z przeciwcialem B5, koniugatem B5-MTX oraz kontrolnym mysim
przeciwcialem (IgG) w poréwnaniu do Kkontroli traktowanej buforowanym roztworem soli

fizjologicznej (PBS). Wykres przedstawia Srednia z trzech powtorzen eksperymentu.

Zbadano réwniez czy mechanizm dziatania koniugatu B5-MTX jest w pelni zalezny od aktywacji
kaspaz. Barwienie z wykorzystaniem substratu dla aktywnej kaspazy 3/7 wykazato, ze koniugat
B5-MTXwywoluje apoptoze kaspazo-zalezna, a dodatek inhibitora kaspaz (ZVAD) powoduje jej

czg¢sciowe zahamowanie (Rysunek 27).
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Rysunek 27 Analiza poziomu aktywnosci kaspazy 3/7 w psich liniach CLBL1, CLB70 i kontrolnej
GL-1 traktowanych przeciwcialem B5 i koniugatem B5-MTX bez lub w obecnosci inhibitora ZVAD

Wykres przedstawia Srednia z trzech powtérzen eksperymentu [Zrodlo [63]].

4.6 Ocena efektu terapeutycznego podania przeciwciala B5 lub koniugatu B5-

MTX myszom obarczonym komdrkami psiej linii CLBL1-LUC
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Kluczowym elementem tej pracy byto przetestowanie aktywnosci przeciwcial w modelu in vivo
1 okreslenie ich potencjalnych mozliwosci zastosowania w terapii chtoniakéw u pséw. Poniewaz
z przyczyn etycznych testowanie preparatow na psach bylo niemozliwe, rozpoczeto od wykonania

eksperymentéw na mysim modelu przedklinicznym.

Do doswiadczenia wykorzystano myszy NOD-SCID pozbawione adaptacyjnego uktadu
odpornosci, ktérym przeszczepiono wytworzone wezesniej komérki CLBL1-LUC [Rozdziat 3.2.9]
w ilosci 10 milionéw/mysz w podaniu dozylnym. Rozpoczynajac 4 dni po podaniu komorek
myszom podawano przeciwciato BS oraz koniugat B5-MTX, dootrzewnowo, trzy razy w tygodniu.
Sredni czas do wystapienia objawdw choroby (20% utraty wagi lub paraliz dolnych kofczyn)
od podania komodrek, u myszy w grupach kontrolnych wynosit ok. 14 dni, natomiast

u myszy leczonych srednio minimum 7 dni dtuzej (Tabela 6).

Tabela 6 Czas do wystapienia objawéw choroby (CWOCh — 20% utraty wagi/paraliz dolnych

konczyn) w poszczegolnych grupach myszy

Liczba CWOCh [w

Grupa myszy dniach]
B5-MTX 3 28,0 +8,49
B5 5 22,0 +2,45
MTX 8 14,0 1,00
IgG 8 13,5 +0,86
PBS 8 14,7 +0,69

4.6.1 Obrazowanie ognisk wzrostu nowotworu u myszy NOD-SCID obarczonych
komorkami linii CLBL1-LUC

15 dnia od przeszczepienia komorek CLBL1-LUC u myszy wszystkich grup eksperymentalnych
przeprowadzono obrazowanie luminescencji. Na Rysunku 28 przedstawiono umiejscowienie
komoérek CLBL1-LUC u kazdej myszy. U grup kontrolnych, czyli myszy, ktorym podawano PBS,

kontrolne przeciwciato 1gG lub wolny MTX, komoérki nowotworowe tworzyly duze skupiska
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w stawach biodrowych oraz kilka innych ognisk w innych tkankach ciata. (Na obrazie brakuje
jednej myszy z grupy IgG, ktéra padta w noc poprzedzajaca przeswietlenie). U myszy leczonych

sg widoczne niewielkie ogniska wzrostu nowotworu W stawie biodrowym.

700.00
68333
66667

650.00

Rysunek 28 Obraz luminescencji komérek CLBL1-LUC po dozylnym podaniu myszom D-lucyferyny

w 15 dniu po wszczepieniu komoérek. Obrazy zostaly uzyskane za pomoca kamery CareStream [Zrodlo

[63]].

Dla lepszego zobrazowania rdznic na Rysunku 29 przedstawiono wyliczong srednig luminescencje

kazdej z grup. Wida¢ ponad 30-krotng réznicg miedzy grupami IgG i MTX a B5 i B5-MTX.
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Rysunek 29 Sredni poziom luminescencji w 15 dniu eksperymentu obliczony dla kazdej z grup myszy.
Analiza statystyczna obejmowala jednoczynnikowa analize wariancji oraz poprawke Bonferroniego.
Trzy gwiazdki (***) wskazuje istotno$¢ statystyczng na poziomie p<0,001 wzgledem grupy

traktowanej kontrolnym przeciwcialem IgG.

Istotnym badanym wskaznikiem stanu zdrowia myszy byta ich masa. Myszy z grup kontrolnych
tracity na wadze poczawszy od dnia 13. W dniu 15 ubytek wagi w tych grupach wynosit okoto
20%. Na Rysunku 30 pokazano usrednione masy calych poszczegdlnych grup myszy

w poszczegbdlnych dniach eksperymentu.
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Rysunek 30 Srednia masa kazdej z grup myszy w danym dniu eksperymentu liczac od dnia
przeszczepienia komérek CLBL1-LUC [zrodlo [63]].

4.6.2 Analiza organéw

Z kazdej myszy pobrano posmiertnie kos¢ udowa, z ktorej wyizolowano szpik kostny do analizy
procentowej zawartosci komorek CLBL1-LUC. We wszystkich grupach kontrolnych $rednia
zawarto$¢ komorek nowotworowych wynosita okoto 45% natomiast w grupie leczonej B5

ok. 10%, a B5-MTX ok. 5% (Rysunek 31).

60+
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Rysunek 31 Odsetek komoérek CLBL1-LUC w szpiku kostnym w badanych grupach myszy okreslona

% komorek CLBL1-LUC

na podstawie analizy cytometrycznej za pomocg przeciwciala E11. Analiza statystyczna obejmowala
jednoczynnikowa analize wariancji oraz poprawke Bonferroniego. Gwiazdka (*) wskazuje istotno$¢
statystyczna na poziomie p<0,05, dwie gwiazdki (**) p<0,01, wzgledem grupy traktowanej

kontrolnym przeciwcialem IgG. [zrédlo [63]].

Dodatkowo pobrano z myszy organy do analizy: moézg, $ledziong, watrobe, pluca oraz
wyizolowano jednojadrzaste komoérki z krwi (PBMC), a nastepnie wykonano analize¢ organow
technikag Western blotting na obecnos¢ komoérek CLBL1-LUC za pomoca przeciwciata E11
[Wykonano przez dr Andrzeja Rapaka]. Pokazano swoiste, mocne pasma wskazujace na obecnosc
komorek nowotworowych u myszy kontrolnych w szpiku, $ledzionie, watrobie oraz ptucach oraz
niewielkie sygnaly w moézgu. U myszy traktowanych przeciwciatem B5 oraz B5-MTX nie

dostrzezono sygnatéw pochodzacych od komoérek nowotworowych (Rysunek 32).
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Rysunek 32 Analiza Western blotting lizatow ze wskazanych mysich organéw za pomoca przeciwciala
E11 (anty- DLA-DR) wskazujaca posrednio na poziom rozsiania komérek CLBL1-LUC w organach.

Kontrola ilosci lizatu w probkach zostala wykonana przeciwcialem anty-B-aktyna (B-ACT) [zrédlo

[63]].

4.6.3 Analiza poziomu sDLA-DR w mysiej surowicy krwi

Poniewaz poziom rozpuszczalnych czgsteczek DLA-DR moze by¢ markerem nowotworowym
wykorzystano wytworzony wezesniej test ELISA, do zbadania tego parametru w surowicy myszy
obarczonych komdrkami linii CLBL1-LUC. Wykazano, ze w surowicy myszy kontrolnych (grupa
PBS, 1gG, MTX) poziom sDLA-DR byt kilkukrotnie wyzszy niz u myszy leczonych, co
korelowato z poziomem komorek CLBLI1-LUC wykrywanych w organach myszy innymi
technikami (Rysunek 33).
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Rysunek 33 Wzgledny poziom sDLA-DR w surowicach badanych myszy okre§lony za pomocg
absorbancji w tescie ELISA opartym o przeciwciala B5 i E11. Wynik przedstawia §rednia z trzech
powtorzen eksperymentu. Analiza statystyczna obejmowala jednoczynnikowa analize wariancji oraz
poprawke Bonferroniego. Gwiazdka (*) wskazuje istotno$¢ statystyczna na poziomie p<0,05, dwie

gwiazdki (**) p<0,01, wzgledem grupy traktowanej kontrolnym przeciwcialem IgG [zrodlo [63]].
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5 Dyskusja i wnioski

W  powyzszej pracy udokumentowano badania dwodch wuzyskanych przeciwciat
rozpoznajacych antygeny na powierzchni komorek psich linii chtoniakow z komoérek B.
Wykazano, ze zarowno przeciwciato B5 jak 1 E11 wywotuja cytotoksycznos$¢ bezposrednig oraz
zalezng od dopetniacza oraz powoduja fagocytoze zalezng od przeciwciatl. Po przeprowadzonych
eksperymentach na zwierzetach ustalono, ze czas przezycia myszy obarczonych komérkami psiego
chioniaka B-komorkowego, ktérym zostalo podane przeciwciato B5 lub koniugat BS-MTX byt
odpowiednio 0 80 i 90% dtuzszy niz u grup kontrolnych. Ponadto wytworzone przeciwciata
umozliwity opracowanie testu ELISA, ktory pozwala na wzglgdne okreslenie poziomu ekspresji
antygenu DLA-DR w formie zwigzanej z btong oraz rozpuszczalng, w réznych rodzajach probek
materialu biologicznego. W toku pracy wytworzono réwniez przeciwciato kaninizowane, ktore
swoiscie barwi komorki psich chtoniakéw lecz nie wykazuje bezposredniego dziatania

cytotoksycznego (wyniki nie pokazane w tej pracy).

5.1 Medycyna weterynaryjna — stosowane terapie

Terapie z uzyciem przeciwciat sa coraz szerzej wykorzystywane nie tylko w medycynie ludzkiej,
gdzie stanowig znaczaca grupe lekow stosowanych w onkologii. Wspotczesnie rozwdj nowych
preparatow przeciwnowotworowych jest nastawiony na terapie celowane, skierowane
bezposrednio w $ciezki umozliwiajace przezycie 1/lub przerzutowanie komorek nowotworowych.
Sa to glownie inhibitory enzyméw (kinaz, proteaz) oraz przeciwciala monoklonalne. Powstaje
teraz wiele nowych preparatow, aktualnie jest prowadzonych kilkadziesigt badan klinicznych.
Niestety medycyna weterynaryjna jest mocno opdzniona wzgledem ludzkiej i cierpi na powazne
braki w zakresie nowoczesnych lekow 1 terapii. Mimo kilku prob firmy Aratana oraz
zaawansowanych prac zespotu profesora Steplewskiego [21], [22], a takze prob przedklinicznych
kaninizowanego przeciwciata antyCD20 [24] aktualnie w onkologii weterynaryjnej nie

wykorzystuje si¢ przeciwcial monoklonalnych do terapii.

78



Dyskusja i wnioski

Testowane na psach, lecz skierowane przeciwko ludzkiej czgsteczce CCR4 przeciwciato
mogamulizumab dato bardzo obiecujace rezultaty w taczonej terapii raka pgcherza u psow [64].
Na psach testowany byt réwniez inhibitor kinazy BTK (Acalabrutinib), ktory wykazat duza
skutecznos¢, lecz glownym zatozeniem byly badania translacyjne i badania przedkliniczne
poprzedzajace proby na ludziach [65] oraz Paclitaxel testowany na mysim modelu psiego
czerniaka, ktory spowodowal zmniejszenie rozmiarow guza do 30% [66]. Bardzo interesujaca
nowos$cig w badaniach na psach jest wytworzona szczepionka na telomerazg (TERT), ktora jest
ekspresjonowana na bardzo wysokim poziomie w komorkach nowotworowych w przeciwienstwie
do komorek prawidtowych [67]. Pokazuje to, Ze jest coraz wigcej badan majacych na celu rozwoj
medycyny weterynaryjnej i dostepnych w niej preparatow leczniczych. Mozna tez wnioskowac, ze
wiele celow molekularnych z ludzkiej medycyny mogtoby by¢ stosowanych u psow z powodu
znaczacej homologii genomu cztowieka i psa (ok. 84%). Przez ostatnie 25 lat diagnostyka
chioniakow u psOw wuczynila gigantyczny postep, dzieki rozwojowi genetyki i1 biologii
molekularnej, natomiast nie przetozyto si¢ to jeszcze w znaczacym stopniu na postepy w leczeniu
czy wydhuzenie czasu przezycia psich pacjentéw. Chemioterapia wcigz pozostaje podstawowym

narzedziem terapeutycznym, ktore nie jest wystarczajace w wiekszosci przypadkow.

5.2 MHC-II

MHC klasy I1, ktore jest celem uzyskanych przeciwcial, jest czasteczka odkryta bardzo wiele lat
temu, ale wcigz jej wszystkie funkcje nie zostaly poznane. Poza gtowng rola, czyli prezentacja
antygenow limfocytom T, MHC-II uczestniczy w przekazywaniu sygnalu do adhezji, produkcji
cytokin jak rowniez do pelnej aktywacji TLR [68]. Wazne jest rowniez, ze moze przekazywac
2 zupelnie rozbiezne sygnaty — do proliferacji komorki (za pomocg CD79) czy przeciwnie
prowadzacy do apoptozy przez aktywacje kinaz ERK, JNK, PKC czy STING co jest
wykorzystywane w przypadku przeciwciat terapeutycznych [69]. Z uwagi na to, ze sygnalowanie
przez MHC-II i dalej przez CD79a/b moze wywota¢ aktywnos¢ catego szeregu kinaz — Src, Syk,
PLCy, Fyn czy PI3K, ostateczna odpowiedz komodrki moze by¢ rézna [69].

Poniewaz mechanizmy sygnatowania przez HLA-DR wcigz nie sa dokladnie wyjasnione,

wigkszo$¢ grup badawczych okresla w jaki sposob dziataja badane przeciwciata, ktére moga
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powodowac bezposrednig apoptoz¢ zarowno przez CD95 (Fas) jak i w sposob zalezny
I niezalezny od kaspaz [70]-[73]. Wykazano rowniez, ze 1D09C3 moze powodowaé generacje
ROS oraz utratg potencjalu mitochondrialnego [70], [74]. Zespot Stein i wsp. potwierdzili rowniez

aktywacje kinaz JNK oraz ERK podczas sygnatowania przez HLA-DR.

Uzyskane przez nas przeciwciata powodujg kaspazo-zalezng apoptoze, podobnie jak IMMU-114
[74], a przeciwnie do w petni ludzkich przeciwciat anty HLA uzyskanych za pomocg phage display
przez zespdt Nagy i wsp. [73]. Testy z inhibitorem kaspaz — ZVAD, wykazaty, ze powoduje
on znaczace obnizenie poziomu $miertelnosci komoérek. Natomiast nie zaobserwowano aktywacji
szlakéw kinaz MAPK czy JNK (dane niepublikowane). Ciekawe jest natomiast, ze zablokowanie
kinazy FAK (za pomocg inhibitora FAK14) powoduje zwigkszenie odsetka komoérek w ktorych
zachodzi apoptoza (dane niepublikowane). Jak pokazaty to tez inne grupy badawcze inhibicja
kinazy FAK, moze uwrazliwia¢ komoérki na zablokowanie innych szlakéw sygnatowania

proapoptotycznego i powodowac wigksza podatnos¢ na apoptoze [75], [76].

MHC-II jako biatko o bardzo wysokiej ekspresji na komorkach nowotworowych, moze by¢
realnym kandydatem do roli alternatywnego dla CD20 celu terapii. Istnieje spora grupa pacjentow
opornych na leczenie rituximabem lub wytwarzajacych oporno$¢ wraz z dluzszym czasem
leczenia. Jak zaprezentowano w Rozdziale 1.9.1, r6zne przeciwciata anty HLA-DR, sg testowane
od lat w wielu badaniach, w ktorych pokazano ich skuteczno$¢, ale rowniez potencjalne skutki
uboczne. Testy przeciwciala HulD10 na makakach krdolewskich pokazaty, ze powolne, 90
minutowe podanie dozylne powoduje tylko niewielka nadwrazliwos$¢, natomiast podanie w postaci
bolusu, skutkowato powaznymi efektami ubocznymi, w tym jedna $miercig zwierzecia z powodu

reakcji anafilaktyczne;j.

Nalezy réwniez pamigtac, ze HLA-DR jest czasteczkg bardzo wysoce polimorficzng, ktora posiada
kilkaset r6znych alleli. Powoduje to, ze trudno otrzymac przeciwciato o epitopie monomorficznym,
reaktywne wobec antygenu u kazdego cztowieka lub psa. Poniewaz tancuch a jest zdecydowanie
mniej zmienny niz B, wydaje si¢, ze lepszym pomystem jest wykorzystanie przeciwciat wlasnie na

tancuch alfa tak jak w np. IMMU-114, by ograniczy¢ ten problem.

Jak pokazano w pracy zespotu Steina i wsp. z 2010 roku, przeciwciata anty HLA-DR moga by¢
réwnie skuteczne jak anty CD20 takie jak rituximab czy veltuzumab. We wstepnych badaniach

przeciwcialo IMMU-114, bylo testowane na osobach wczesniej leczonych 1 dato odpowiedz
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u 50% pacjentéw [45], natomiast byli to pacjenci w zaawansowanym stadium choroby, po prébach
leczenia za pomocg innych terapii w tym rituximabem, trudno wigc spekulowac jakie odniostoby
skutki u pacjentow $wiezo zdiagnozowanych. Dzigki podskornemu podaniu oraz pozbawieniu
skutkow ubocznych, ktore wystepowaly w przypadku HulD10, przeciwciato IMMU-114 nie
spowodowato powaznych skutkéw ubocznych, mimo ze czasteczka HLA wystepuje réwniez
na wielu komoérkach prawidlowych (zwlaszcza profesjonalnych komorkach prezentujacych
antygeny takich jak makrofagi, komorki dendrytyczne, aktywowane limfocyty B i aktywowane
komorki $érodbtonka naczyn krwiono$nych). Innym minusem MHC klasy Il jako celu
terapeutycznego jest to, ze wraz z rozwojem choroby, komodrki nowotworowe mogg traci¢
ekspresje HLA-DR [77], [78], co zazwyczaj oznacza bardzo zte rokowania i uniemozliwia leczenie

skierowane w ta czasteczke.

5.3 Przeciwciala i koniugaty w modelach in vivo

Aktualnie w celu polepszania aktywnos$ci przeciwnowotworowych przeciwcial coraz czeSciej
koniuguje si¢ je z cytostatykami, co umozliwia obnizenie dawki i wigksza skutecznos¢
przeciwnowotworowg przeciwcial. W ponizszej pracy aby otrzymaé lepsze wtasciwosci
cytotoksyczne skoniugowano przeciwciatlo B5 z metotreksatem. Jest to bardzo popularny
cytostatyk, szeroko stosowany od wielu lat. Poniewaz jest wykorzystywany od tak dawna, jest
dobrze przebadany, mimo ze doktadny mechanizm dzialania wcigz nie jest szczegétowo poznany.
Zespot doktor Pawlak pokazat rowniez, ze psie linie komorkowe chtoniakow sg ponad kilkukrotnie
wrazliwsze na metotreksat niz linie ludzkie [79]. W badaniach in vivo w przypadku B5S mAb i jego
koniugatu obserwujemy diametralng roznice w dziataniu w poréwnaniu do wolnego metotreksatu
i koniugatu, natomiast niestety nie otrzymano statystycznie istotnego polepszenia dziatania
koniugatu wobec wolnego przeciwciata. Moze to wynika¢ ze zbyt matego podstawienia, lecz nie
jest mozliwe uzyskanie wyzszego stopnia podstawienia lekiem bez dalszej utraty powinowactwa
przeciwciata. Istnieje natomiast mozliwo$¢ wytworzenia koniugatu z innym chemioterapeutykiem
takim jak doksorubicyna, auristatyna czy cisplatyna. IMMU-114 zostalo skoniugowane
z inhibitorem topoizomerazy SN-38, co dalo Dbardzo dobre efekty zaréwno

w przypadku chloniakéw, jak rowniez czerniaka ztosliwego [47]. Interesujacym podejSciem
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do leczenia chtoniakow jest rowniez wykorzystanie do radioterapii przeciwciat anty CD20, CD22

I HLA-DR skoniugaowanych z awidyng w potaczeniu z radioaktywnym koniugatem [80].

W zastosowanym modelu nie otrzymano catkowitego wyleczenia myszy, natomiast eksperyment
zostat wykonany przy dosy¢ niskich dawkach przeciwciata (2,5mg/kg) oraz agresywnym modelu
choroby — przeszczepionych zostato 10 milionéw komorek, a leczenie rozpoczeto po 4 dniach.
IMMU-114 bylo testowane w roznych dawkach na réznych liniach komoérkowych, jednak
catkowite wyleczenie otrzymano tylko przy wysokiej dawce 12,5mg/kg, w przypadku komorek
WSU-FSCCL [43]. Zespot Carlo-Stella zastosowat jeszcze wicksze dawki przeciwciata wynoszace
1mg na mysz, otrzymujac rowniez jedynie wydtuzenie czasu przezycia o 50% [70], natomiast
bispecyficzne przeciwciato CD20— 243 CrossMab, juz w dawce 30ug na mysz wydtuzylo czas
przezycia myszy do 82 dni w stosunku do 30 dni u myszy kontrolnych [46].

54 MHC-II jako marker

Czasteczki MHC-II poza celem terapeutycznym, sa tez badane jako marker diagnostyczny stuzacy
do monitorowania stopnia zaawansowania choroby w przebiegu chtoniakéw. Poziom
rozpuszczalnego HLA-DR (sHLA-DR) jest badany przez wiele zespotéw W rdznych jednostkach
chorobowych, niestety wciaz nie jest do konca jasny mechanizm powstawania czasteczek SHLA-
DR. Wiadomo natomiast, ze majg wlasciwosci immunoregulujace i SHLA-DR moze przylaczac
si¢ do antygenu CD4 wywierajac dziatanie supresyjne na komorki efektorowe [81]. Ciekawe jest
podwyzszenie sHLA-DR jako markera zapalenia btony naczyniowej przedniego odcinka oka [56]
jak roéwniez obnizony poziom sHLA-DR u osob palacych papierosy [82]. Jak przedstawiono
w rozdziale 1.11, poziom sHLA-DR moze si¢ zmieniaé w przypadku nowotworow takich jak

chtoniaki czy czerniaki.

W ciggu ostatnich lat dzieki rozwojowi biologii molekularnej, a takze poszerzeniu wiedzy
na temat chloniakow bardzo rozszerzyly si¢ mozliwosci diagnostyczne, ktore umozliwiaja
precyzyjne rozpoznanie choroby, natomiast wcigz brakuje markeréw shuzacych do szybkiej

diagnozy oraz monitorowania postepow leczenia. W wykonanym eksperymencie otrzymalismy
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istotng korelacj¢ poziomu sDLA-DR u myszy z poziomem zaawansowania choroby. Poniewaz do
badan wykorzystano myszy uposledzone immunologicznie nie wystgpuja ani endogenne
rozpuszczalne czasteczki MHC-II, ani receptory zdolne do ich zwigzania. Obserwujemy jedynie
SDLA-DR wydzielane przez komorki CLBL1. W takim modelu badawczym sDLA-DR jest bardzo
dobrym markerem, niemalze idealnie odwzorowujagcym wzrost nowotworu. Mimo znacznej
rozpigtosci wynikow obserwowanych u pacjentéw, udato si¢ zaobserwowac istotne podwyzszenie
poziomu HLA-DRBL1 u os6b cierpigcych na ostrg biataczke limfoblastyczng [58]. W naszych
badaniach wykazali$my rowniez istotne roznice miedzy grupg psow cierpigcych na chtoniaka oraz
kontrolng, jednak zmienno$¢ osobnicza przy stosunkowo nielicznej grupie pacjentow, utrudnia
okreslenie stanu zdrowia zwierzecia na podstawie tylko tego parametru. Poziom sDLA-DR moze

by¢ pewna wskazowka, lecz nie moze by¢ jedynym narzedziem diagnostycznym.

5.5 Potencjalne wykorzystanie przeciwcial u psow

Otrzymane wyniki potwierdzaja rezultaty otrzymane przez inne grupy badawcze pokazujace,
ze przeciwciata rozpoznajace MHC-I1, moga by¢ dobrym narzedziem do wykorzystania w terapii
chtoniakow B-komorkowych. Otrzymane przez nas przeciwciato nie bylo testowane na psich
pacjentach, wiec nie mozna przewidzie¢ skuteczno$ci na gatunku docelowym. Jednakze IMMU-
114, o znacznie mniejszym powinowactwie do psich komorek, wykazato pewna skutecznos¢

w terapii na psach, wiec daje to sporg nadziej¢ na duzg aktywnos¢ terapeutyczng mAb B5.

Ponadto humanizowane przeciwciato (IMMU-114) nie wywotato znaczacych efektow ubocznych
u psow, lecz w powyzszej pracy udato si¢ wytworzy¢ kaninizowane przeciwciato, ktore by¢ moze
bedzie lepszym rozwigzaniem niz przeciwciatlo mysie. Niestety uzyskane przeciwciato
kaninizowane nie wykazuje bezposredniej cytotoksycznosci, wiec wydaje sie, ze najlepsza opcja
bytoby uzyskanie koniugatu z silnym cytostatykiem. Aktualnie na rynku istnieje tylko jedno
w pelni kaninizowane przeciwciato — Lokivetmab rozpoznajace interleukine 31. Przeciwciato NV-
01 skierowane w NGF oraz can225 anty-EGFR niestety nie weszly na rynek farmaceutyczny [27],
[83].
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5.6 Podsumowanie

Otrzymano przeciwciala o reaktywnosci wobec psiego DLA-DR i potwierdzonej aktywnosci
cytotoksycznej in vitro oraz in vivo na modelu mysim, ktéore wykorzystano rdéwniez
do wytworzenia testu ELISA umozliwiajacego okreslanie poziomu DLA-DR zaréwno
w bioptatach z w¢ztdw chtonnych, liniach komoérkowych oraz ptynach ustrojowych. Pokazano,
ze istnieje zalezno§¢ miedzy liczbg obecnych w organizmie myszy komorek nowotworowych,
a iloscig rozpuszczalnego DLA-DR obecnego w surowicy krwi. Zaobserwowano takze podobny
trend wzrostu poziomu czasteczek SDLA-DR we krwi pséw chorych na chtoniaka B-komorkowego
w porownaniu do pséw zdrowych. Wytworzono rowniez przeciwcialo kaninizowane, ktore moze

postuzy¢ do dalszych prob klinicznych.
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6 Whnioski koncowe

1. Za pomocg wytworzonych w tej pracy przeciwcial wykazano wysoka ekspresj¢ powierzchniowsa
czasteczek DLA-DR na powierzchni wigkszosci badanych psich chtoniakow B komorkowych oraz
mieszanych B/T-komorkowych, a takze nieco nizsza ekspresje w przypadku chloniakow
T komorkowych. Wzor ekspresji czgsteczek DLA-DR jest spojny z publikowanymi danymi
o ekspresji czasteczek HLA-DR w ludzkich chtoniakach nieziarniczych, co stanowi silng
przestanke do dalszych badan nad wykorzystaniem czasteczek DLA-DR jako celu terapeutycznego

w medycynie weterynaryjnej.

2. Przeciwciala BS i E11 wykazuja bezposrednig kaspazo-zalezng aktywno$¢ proapoptotyczng
wobec linii psich chloniakéw B-komorkowych in vitro co potwierdza, ze $ciezki sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej pobudzane przez przeciwciata rozpoznajace psie czasteczki DLA-DR sg
zakonserwowane ewolucyjnie i moga stanowi¢ dobry model badawczy dla medycyny

translacyjnej.

3. Przeciwciato BS5 i koniugat BS-MTX w mysich modelach przedklinicznych znaczaco op6zniaja
rozwoj psich chioniakéw co stanowi przestanke, ze czasteczka DLA-DR stanowi obiecujacy cel

terapeutyczny dla dalszych badan klinicznych na gatunku docelowym.
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