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Streszczenie

Nieswoiste zapalenia jelit naleza do kregu przewlektych cho-
rob zapalnych, w ktérych od kilku lat z dobrym efektem sto-
suje sie leki biologiczne bedace inhibitorami czynnika mar-
twicy nowotworéw a. Pomimo coraz wiekszych doswiadczen
z ta nowa grupa lekéw, nadal nie do konca poznane sa
mechanizmy molekularne, jakie decyduja o ich skutecznosci.
W niniejszej pracy podjeto prébe przedstawienia aktualnej
wiedzy na ten temat, a takze zaprezentowano wynikajace
z tego implikacje kliniczne.

Wprowadzenie

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ) naleza do kregu
przewlektych choréb zapalnych o nie w petni poznanej
patogenezie. Zarbwno w przypadku wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego (WZJG), jak i choroby Lesniow-
skiego-Crohna (ChLC) dochodzi u predysponowanej
genetycznie osoby w obecnosci okreslonych czynnikow
Srodowiskowych do nieadekwatnie wyrazonej odpowie-
dzi immunologicznej. Prowadzi to do powstania nacieku
zapalnego ztozonego zaréwno z komérek nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej (gtéwnie granulocytow
i monocytow), jak i komérek swoiécie zaangazowanych
w kaskade zjawisk zapalnych (limfocytéw T i B). Struk-
turalnym efektem tych proceséw patofizjologicznych
jest uszkodzenie Sciany przewodu pokarmowego z upo-
Sledzeniem jego funkcji. Powszechnie uwaza sie, ze
w przypadku WZJG dochodzi gtéwnie do stymulacji
odpowiedzi Th2-zaleznej z uwalnianiem takich cytokin,
jak interleukina 4 (IL-4), IL-5 czy IL-10, natomiast w ChLC
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Abstract

Inflammatory bowel diseases belong to a group of chronic
inflammatory disorders. These disorders can be treated by
using biological therapy, such as TNF inhibitors — TNF-a block-
ers, which have been in use for several years. Despite grow-
ing expertise in using these drugs, the molecular mechanisms
which determine their efficiency are still not fully explained.
In this paper we present the current status of this topic and
we try to indicate its clinical implications.

przewaza odpowiedz z udziatem limfocytéw Thl oraz
Th17, wspoétuczestniczacych w wydzielaniu IL-2, IL-6,
czynnika martwicy nowotworéw o (tumour necrosis fac-
tor-a. — TNF-a) oraz IL-17, IL-21 czy IL-22 [1, 2]. Zahamo-
wanie tego cyklu proceséw powinno stanowi¢ istote
leczenia NZJ. Do niedawna w terapii tych schorzen sto-
sowano gtéwnie preparaty kwasu 5-aminosalicylowego,
steroidy, leki immunosupresyjne z grupy tiopuryn (aza-
tiopryna, 6-merkaptopuryna), rzadziej cyklosporyne czy
metotreksat [2].

W ostatniej dekadzie doszto do istotnych zmian
w filozofii podejscia do leczenia NZJ, przede wszystkim
z uwagi na fakt pojawienia sie lekow, ktére w sposob
celowany ingeruja w btedne koto zjawisk immunologicz-
nych i tym samym skutecznie hamuja odpowiedz zapal-
na. Tymi terapeutykami sa leki biologiczne, w szczegél-
nosci inhibitory TNF-a.. Pierwsze badania sugerujace, ze
neutralizacja tej podstawowej cytokiny prozapalnej
moze wptywaé pozytywnie na przebieg schorzen z kregu
choréb autoimmunologicznych, pochodza z korca lat 80.
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ubiegtego wieku. Woéwczas to Brennan i wsp. udowod-
nili, ze inhibicja aktywnosci TNF-a. skutkuje zmniejsze-
niem syntezy innych cytokin w reumatoidalnym zapale-
niu stawdw (RZS) [3]. Nastepnie Elliott wraz z zespotem
wykazali w pilotazowym badaniu, ze zastosowanie chi-
merycznego monoklonalnego przeciwciata anty-TNF-a
0 nazwie cA2 prowadzi do istotnej redukcji objawow
i zmniejszenia aktywnosci choroby u oséb z RZS [4].
Kolejne badania przeprowadzone w wiekszych grupach
chorych potwierdzity skutecznos¢ inhibitorow TNF-o
w RZS. Okazato sie takze, ze substancje te moga by¢
z powodzeniem stosowane w innych schorzeniach reu-
matologicznych (m.in. w tuszczycowym zapaleniu sta-
wow — tZS, zesztywniejacym zapaleniu stawéw krego-
stupa — ZZSK), dermatologicznych (m.in. w tuszczycy),
a takze gastroenterologicznych (NZJ), ziarniniaku Wege-
nera czy nawet sarkoidozie [5-8]. Obecnie na $wiecie
stosuje sie 5 inhibitoréw TNF-a.: infliksymab (IFX), adali-
mumab (ADA), etanercept (ETA), certolizumab pegol
(CER) i golimumab (GOL), z czego najczesciej pierwsze
trzy wymienione. Z teoretycznego punktu widzenia pod-
stawowym zjawiskiem zachodzacym w organizmie
chorego leczonego tymi terapeutykami jest inhibicja
aktywnosci rozpuszczalnej i/lub zwigzanej z btong
komoérkowa formy TNF-a,, co blokuje mediowane przez
te czasteczki procesy. Jak pokazuja jednak badania, pro-
cesy indukowane przez inhibitory TNF-o. odpowiedzialne
za efektywnosé¢ tej grupy lekdéw sa o wiele bardziej
skomplikowane.

Kolejnym interesujacym zagadnieniem jest fakt r6z-
nej skutecznosci poszczegblnych terapeutykéw w da-
nych jednostkach chorobowych. Przyktadowo wiekszosé
inhibitorow TNF-a. jest z powodzeniem stosowana
w leczeniu RZS, ale w przypadku ChLC ETA okazat sie
nieskuteczny [8]. Poszukuje sie przyczyn tych rdznic
poprzez analize mechanizméw molekularnych dziatania
inhibitorow TNF-a.

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie aktualnej
wiedzy na ten temat. Przyblizenie tego zagadnienia
wymaga jednak krétkiego przypomnienia podstaw doty-
czacych budowy lekéw biologicznych oraz biologii TNF-o
i jego receptorow.

Budowa inhibitoréw czynnika martwicy
NOWOtwOorow o

Inhibitory TNF-a. to gtéwnie przeciwciata monoklo-
nalne (IFX, ADA, GOL), fragmenty przeciwciat (CER) lub
biatka fuzyjne (ETA). Przeciwciata to biatka majace zdol-
nos¢ swoistego wigzania antygenu docelowego, co
pozwala na jego inaktywacje. Kazda immunoglobulina
zbudowana jest z 4 taficuchéw polipeptydowych — 2 tan-
cuchéw lekkich L (light) oraz 2 tancuchéw ciezkich H
(heavy), ktore sg ze sobg potaczone wigzaniami disiarcz-

kowymi. W obrebie zaréwno taficuchéw L, jak i H wyréz-
nia sie czesci zmienne V (znajduja sie w odcinkach
N-kohcowych) i czesci state C (lezace w odcinkach
C-konicowych). Istnieje kilka podtypéw tancuchéw ciez-
kich: alfa (o), delta (8), epsilon (g), gamma (y) i mi (u).
W zaleznosci od rodzaju tahcucha ciezkiego budujacego
dane przeciwciato dzieli sie je na poszczegbélne klasy —
odpowiednio: IgA, 1gD, IgE, IgG i IgM. Dodatkowe réznice
w budowie tafncuchéw ciezkich w obrebie danej klasy
pozwalaja na wyodrebnienie podklas immunoglobulin,
np. 1gGy, 18G,, 1gGs czy 1gGy. tancuchy lekkie wystepuja
natomiast w dwoch odmianach — kappa (k) i lambda ().
W przeciwciatach wyréznia sie ponadto dwa fragmenty
funkcjonalne: Fab — odpowiedzialny za swoiste wigzanie
danego antygenu, oraz Fc — odgrywajacy role na etapie
efektorowym odpowiedzi immunologicznej (m.in. bierze
udziat w aktywacji uktadu dopetniacza oraz umozliwia
wigzanie sie danej immunoglobuliny z komérka efekto-
rowa, np. makrofagiem). Biatka fuzyjne natomiast skta-
daja sie z dwodch czesci — fragmentu Fc przeciwciata
(zazwyczaj klasy IgG) oraz wybranej czasteczki o okreslo-
nych wtasciwosciach (np. czasteczki o wtasciwosciach
receptora wiazacego dana cytokine).

Infliksymab to monoklonalne, chimeryczne, ludzko-
-mysie (komponenta ludzka stanowi 75% struktury
biatka) przeciwciato klasy 1gG; o masie czasteczkowej
149 kDa. Adalimumab i GOL natomiast to immunoglo-
buliny czysto ludzkie klasy IgG; o masie czasteczkowej
odpowiednio 148 kDa oraz 146 kDa. Certolizumab pegol
jest z kolei humanizowanym fragmentem Fab (czyli w ok.
90% ludzkim) przeciwciata monoklonalnego skoniugo-
wanym z polietylenoglikolem (PEG). Pegylacja wptywa
korzystnie na farmakokinetyke leku, wydtuzajac jego
okres poéttrwania. Etanercept jest natomiast biatkiem
fuzyjnym zbudowanym z czesci zewnatrzkomoérkowe;j
receptora TNFR2/p75 (ta czes¢ wiaze TNF-a) potaczonej
z fragmentem Fc immunoglobuliny 1gG; [8, 9].

Strukture poszczegblnych lekéw biologicznych
przedstawiono na rycinie 1.

Biologia czynnika martwicy
Nowotworow o

Czynnik martwicy nowotworéw o jest kluczowym
elementem odpowiedzi immunologicznej. Jego plejotro-
powe dziatanie obejmuje m.in. indukcje syntezy innych
cytokin, pobudzanie uwalniania przeciwciat przez limfo-
cyty B, stymulacje produkgji biatek ostrej fazy w watro-
bie, zwiekszenie ekspresji czasteczek adhezji na komér-
kach endotelium czy indukcje apoptozy komérek
nowotworowych [9]. Wystepuje w formie rozpuszczalnej
(soluble TNF-a. — sTNF) i zwigzanej z btong komdrkowa
(transmembrane TNF — tmTNF). Forma rozpuszczalna
jest czasteczka o masie 17 kDa i powstaje w wyniku
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Ryc. 1. Budowa inhibitorow TNF-a.. A — przeciwciato monoklonalne zbudowane jest z dwoch tafcuchéw
ciezkich (kolor niebieski) — w ich obrebie znajduje sie domena zmienna VH oraz domeny state CH;, CH>
i CH3, oraz dwoch tancuchéw lekkich (kolor czerwony) — w ich obrebie znajduje sie domena zmienna VL
i stata CL. Kazde przeciwciato monoklonalne ma fragment wigzacy antygen — Fab, i fragment Fc — odpo-
wiedzialny za funkcje efektorowe przeciwciata. Infliksymab jest przeciwciatem ludzkim chimerycznym —
w 25% sktada sie z komponenty mysiej, a adalimumab i golimumab s3 przeciwciatami czysto ludzkimi.
B — certolizumab pegol to humanizowany (czyli w ok. 90% ludzki), pegylowany fragment Fab przeciwciata
monoklonalnego. C — etanercept to biatko fuzyjne zbudowane z czesci zewngatrzkomérkowej receptora
TNFR2 oraz fragmentu Fc przeciwciata 1gGq

Fig. 1. The structure of TNF-a inhibitors. A— monoclonal antibody is made of two heavy chains (blue colour),
which consists of variable domain VH, constant domains CH;, CH, and CH3, and two light chains (red colo-
ur), which consist of variable domain VL and constant domain CL. Each monoclonal antibody contains
a region that binds the antigen (Fab), and a region responsible for effectors' functions (Fc). Infliximab is
a human chimeric monoclonal antibody (25% mouse protein), while adalimumab and golimumab are fully
human monoclonal antibodies. B - certolizumab pegol is a pegylated, humanised (90% human protein) frag-
ment Fab of IgG; monoclonal antibody. C — etanercept is a fusion protein, which consists of a fragment of

TNFR2 linked to a Fc fragment of 1gG;

uwolnienia fragmentu tmTNF (masa czasteczkowa
26 kDa) z btony komérkowej makrofagow, limfocytow T,
komérek NK, a takze wielu innych komérek na skutek
dziatania enzymu konwertujacego TNF-a (TNF-a conver-
ting enzyme — TACE) [8]. Zardwno sTNF, jak i tmTNF maja
tendencje do formowania homotrimeréw. Receptorami,
ktére reagujg z STNF i tmTNF, sg czasteczki TNFR1
i TNFR2 (tumour necrosis factor receptors). Pierwsza cza-
steczka znajduje sie na wiekszosci komoérek ludzkiego
organizmu i wigze przede wszystkim sTNFE Ekspresja
TNFR2 jest natomiast indukowana w wyniku aktywacji
odpowiedzi immunologicznej i obserwuje sie ja gtéwnie
na komérkach krwi i endotelium. Ten typ receptora
reaguje w najwiekszej mierze z tmTNF, w mniejszym
stopniu wigze sTNE W tym drugim przypadku opisuje
sie jednak zjawisko tzw. przekazywania liganda (ligand-
passing), polegajace na przeniesieniu interakgji ligand-
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-receptor na inny receptor znajdujacy sie w poblizu, do
ktérego dany ligand ma naturalnie wieksze powinowac-
two (sTNF reagujacy z TNFR2 ,przekazywany” jest
sgsiednim receptorom TNFR1) [8, 10]. Jak wspomniano
wyzej, pobudzenie TNFR moze prowadzi¢ do aktywacji
komérki, pobudzenia jej do syntezy cytokin, zwiekszenia
ekspresji czasteczek adhezji czy do Smierci komorki
w mechanizmie apoptozy. Ostateczny efekt molekularny
zalezy od wielu czynnikéw — m.in. od stanu metabo-
licznego danej komorki, wptywu innych cytokin, obec-
nosci czynnikéw kostymulujacych itp. Co ciekawe,
tmTNF moze funkcjonowac nie tylko jako ligand reagu-
jacy z TNFR, lecz takze sam moze petni¢ funkcje recep-
tora [11]. Wéwczas role liganda odgrywa TNFR lub
np. przeciwciato anty-TNF-o. majace zdolnos¢ wigzania
tmTNF. Zagadnienie to zostanie rozwiniete w dalszej
czesci artykutu.
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Mechanizmy dzialania inhibitoréow
czynnika martwicy nowotworow o

Tracey i wsp. podzielili mechanizmy dziatania inhibito-
rébw TNF-a. na zwigzane z zablokowaniem reakcji medio-
wanych poprzez TNFR (brak mozliwosci potaczenia ligan-
da, jakim jest STNF i/lub tmTNF, a w przypadku ETA takze
limfotoksyna o — LTa., z receptorem) oraz na zwigzane
z bezposrednim wptywem lekéw na tmTNF [8]. Podziat
ten jest nieco uproszczony i umowny, poniewaz wcigz ist-
nieje bardzo wiele watpliwosci co do szczegbtow zjawisk
zachodzacych in vivo. Najprawdopodobniej wszystkie te
mechanizmy s3 ze soba w duzej mierze sprzezone, a wie-
lu proceséw indukowanych przez leki biologiczne nadal
nie umiemy odpowiednio zdefiniowac¢ i wyttumaczy¢.

Mechanizmy zwiazane z blokada reakcji

mediowanych przez TNFR1 i TNFR2

Jak wspomniano wyzej, TNF-a jest gtéwng cytoking
stanu zapalnego. Uczestniczy ona w wielu procesach

anty-TNF Ab
1"11 £f anty-TNF Ab
T

-

'?E STNF N
) 0

blokada sTNF przez anty-TNF Ab
i uniemozliwienie interakcji
STNF z TNFR1/2

blokada tmTNF przez anty-TNF Ab

i uniemozliwienie interakgcji :
tmTNF z TNFR1/2 % b i
L]
anty-TNF Ab}ll_h i

P

1

STNF

ty-TNF Ab
‘:':'1':" anty

zaangazowanych w indukcje i podtrzymanie wzbudzo-
nej odpowiedzi immunologicznej. Zablokowanie sTNF
oraz tmTNF (w przypadku ETA réwniez blokada LTa)
uniemozliwia potaczenie sie liganda z receptorami
TNFR, co ttumi wtasciwosci prozapalne tej cytokiny
(ryc. 2.). Biorac jednak pod uwage fakt, ze w kazdym
przypadku stymulacji uktadu odpornosciowego organi-
zmu uczestniczy wiele cytokin (tworzacych tzw. sie¢
cytokin), ktére wzajemnie ze soba reaguja, neutralizacja
STNF/tmTNF doprowadza nie tylko do zmniejszenia
lokalnego stezenia tych czasteczek, lecz takze do reduk-
cji stezenia wielu innych mediatoréw prozapalnych.
Analizujac dotychczasowe badania na ten temat, nalezy
wymieni¢ przede wszystkim takie cytokiny, jak IL-1B,
IL-6, IL-8, IL-18, czy czynnik stymulujacy tworzenie kolo-
nii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte macrophage
colony-stimulating factor — GM-CSF).

Innym waznym zjawiskiem molekularnym wynikaja-
cym wtérnie z zablokowania TNF-o jest zmniejszenie

ekspresji czasteczek adhezji oraz chemokin uczestnicza-

wybrane procesy hamowane w wyniku blokady
STNF/tmTNF przez przeciwciata anty-TNF-a
(anty-TNF Ab):

apoptoza
synteza czgsteczek adhezji

synteza cytokin

uwalnianie przeciwciat

==
==t synteza biatek ostrej fazy
-

stymulacja proceséw neowaskularyzacji

=pi=t= aktywacja komérek odpowiedzi zapalnej

Ryc. 2. Mechanizmy dziatania inhibitoréw TNF-a (anty-TNF Ab) zwigzane z uniemozliwieniem potaczenia
liganda (rozpuszczalnej i zwigzanej z btong komdrkowa formy TNF-o. — odpowiednio sTNF i tmTNF) z recep-

torami (TNFR1 i TNFR2)

Fig. 2. The mechanisms of action of TNF-« inhibitors (anti-TNF Ab), related to blocking a ligand binding (sSTNF

or tmTNF) with its receptors (TNFRI or TNFR2)

Przeglad Gastroenterologiczny 2011; 6 (5)



294

Piotr Eder, Liliana tykowska-Szuber, Kamila Stawczyk-Eder, Iwona Krela-Kazmierczak, Krzysztof Linke

cych w procesach wzbudzenia leukocytéw krazacych we
krwi i ich migracji przez Sciane naczynia do miejsca,
w ktoérym toczy sie zapalenie. Udowodniono m.in., ze po
podaniu inhibitoréw TNF-o. zmniejsza sie ekspresja cz3-
steczki adhezyjnej komérek srdédbtonka (vascular cell
adhesion molecule-1 — VCAM-1), czasteczki adhezji mie-
dzykomorkowej (intercellular adhesion molecule-1 —
ICAM-1), E-selektyny oraz biatka przyciggajgcego mono-
cyty 1 (macrophage chemoattractant protein-1 — MCP-1),
biatka zapalnego makrofagéw 1 (macrophage inflamma-
tory protein — MIP-1a.), biatka RANTES (regulated on acti-
vation normal T cells expressed and secreted), CXCL10
czy CCL20 [12-15]. Tym mechanizmem prébuje sie ttu-
maczyé gwattowna redukcje nacieku zapalnego, ktéra
obserwowano w krétkim czasie (24-48 godz.) po poda-
niu IFX u 0séb z RZS, tZS czy tuszczycg. W badaniach
wykazano istotne zmniejszenie liczby przede wszystkim
limfocytow T i makrofagéw w obrebie maziéwki w przy-
padku schorze reumatologicznych oraz w naskérku
zmienionym w przebiegu tuszczycy. Nie zanotowano
jednak, wbrew przewidywaniom, zwiekszenia sie liczby
komérek apoptotycznych. Swiadczy to o tym, ze do
redukcji nacieku zapalnego w ciggu kilkunastu godzin
od podania leku dochodzi w innym mechanizmie, niz
wczesniej postulowano. Wydaje sie wiec obecnie, ze to
wtasnie zmniejszenie rekrutacji i migracji leukocytow
jest zjawiskiem odpowiedzialnym w fazie wczesnej za
efekt terapeutyczny na poziomie komérkowym inhibito-
row TNF-oo w RZS, tZS czy tuszczycy [8, 16].

Nieodtacznym elementem kazdej reakcji zapalnej
jest wzmozona lokalnie angiogeneza (tzw. neowaskula-
ryzacja), ktéra umozliwia zwiekszenie naptywu leukocy-
toéw. Takze ten proces jest hamowany w wyniku zasto-
sowania inhibitoréw TNF-a.. Wykazano istotng redukcje
ekspresji gtéwnego czynnika wptywajacego na tworze-
nie sie sieci naczyh krwionosnych — czynnika wzrostu
Srédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor — VEGF), a takze innych zaangazowanych w te zja-
wiska czasteczek po podaniu IFX czy ETA w tkankach
zmienionych chorobowo [17].

Innym zjawiskiem obserwowanym w przewlektych
schorzeniach zapalnych, takich jak RZS czy ChLC, jest
zaburzenie rownowagi miedzy mechanizmami pobudza-
jacymi i hamujacymi odpowiedZ immunologiczng. Udo-
wodniono, ze TNF-o. moze hamowa¢é aktywnosé limfocy-
téow regulatorowych Treg zaréwno bezposrednio, jak
i w procesach zaleznych od czynnika transformujgcego
wzrostu B1 (transforming growth factor 1 —TGF-B1) [18].
Komérki Treg stanowia podstawowy element supresji
reakcji immunologicznych, dzieki czemu m.in. zapewnio-
na jest homeostaza w organizmie. W RZS czy ChLC
obserwuje sie duze stezenia TNF-o i zmniejszong
aktywnosé limfocytow Treg. Wyniki dotychczas przepro-
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wadzonych badan pokazuja, ze zastosowanie IFX czy
ADA prowadzi do przywrdcenia przyttumionego przez
procesy zapalne potencjatu immunosupresyjnego
komorek Treg [19].

Analizujac mechanizmy dziatania zalezne od blokady
proceséw mediowanych przez TNFR w wyniku interakcji
z STNF/tmTNF i/lub LTa (w przypadku ETA), mozna —
oprécz wielu podobiefstw — wskazac takze kilka réznic
miedzy poszczegblnymi lekami biologicznymi. Przede
wszystkim IFX, ADA, CER, GOL wigza zaréwno sTNF, jak
i tmTNF, podczas gdy ETA blokuje gtéwnie sTNF oraz LTa.
Niektorzy autorzy spekuluja, ze ETA — wigzac duze ilosci
LTo. — moze traci¢ zdolnos¢ do wystarczajgcej neutrali-
zacji TNF-a.. To z kolei moze by¢ przyczyng braku sku-
tecznodci tej czasteczki np. w ChLC [8]. Koncepcja ta
wydaje sie jednak dos¢ kontrowersyjna. Innym bada-
nym zagadnieniem, ktére wskazuje na pewne roznice
miedzy poszczegblnymi lekami biologicznymi, jest pro-
ces wigzania liganda z receptorem (tworzenie komple-
ksow anty-TNF — sTNF/tmTNF). Okazuje sie, ze IFX i ADA
moga wigzaé sTNF/tmTNF wystepujacy zaréwno
w postaci monomeru, jak i trimeru, natomiast ETA wia-
Ze jedynie trimeryczna forme sTNF [10, 20]. Co wiecej,
IFX i ADA moga zwigza¢ jednoczesnie dwa trimery
STNF/tmTNF (ponadto jeden homotrimer TNF-o. moze
byt jednoczesnie zwigzany przez 3 czasteczki IFX), co
umozliwia kaskadowe tworzenie wiekszych komple-
ksow w wyniku krzyzowych reakcji w uktadzie ligand-
-receptor (tzw. zjawisko cross-linking).

Z drugiej strony wykazano, ze jesli w tkankach,
w ktérych stwierdza sie duze stezenia sTNF, potencjat
wigzania sie z t3 czasteczka poszczegoblnych inhibitorow
TNF-a jest podobny, to w przypadku niewielkich stezen
STNF ETA wykazuje nawet 20-krotnie wieksze do niego
powinowactwo [8]. Praktyczne znaczenie tych obserwa-
cji pozostaje jednak nadal nieznane.

Innym ciekawym aspektem jest eliminacja leku
i kompleksu lek biologiczny — cel molekularny z organi-
zmu cztowieka. Jak pokazujg badania doswiadczalne
i czesciowo potwierdzajag badania z udziatem ludzi,
kompleksy ETA-sTNF sa eliminowane z organizmu zde-
cydowanie dtuzej niz IFX—sTNF czy ADA-STNF. Warto
zauwazyt, ze potaczenie leku z jego celem molekularnym
w zZywym organizmie ma charakter dynamiczny, czyli
w jednostce czasu zachodza réwnolegle procesy wigza-
nia i uwalniania czasteczek sTNF [20, 21]. MozZe to miec
implikacje kliniczne — mianowicie sugeruje sie, ze ETA,
wigzac sTNF w danej lokalizacji anatomicznej, moze
z uwagi na dtugi czas eliminacji z organizmu przenosié¢
te cytokine do odlegtych narzadoéw i tam ja uwalniaé
(TNF-carrier effect). Z badah doswiadczalnych wiadomo
takze, ze zjawisko to jest mniej zaznaczone w przypad-
ku innych inhibitoréw TNF-a, np. IFX tworzy bardziej sta-
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bilne kompleksy z sTNF niz ETA [8, 20]. Ten proces byt
rozpatrywany jako hipotetyczna przyczyna zwiekszaja-
cej sie, zaleznie od dawki leku, Smiertelnosci u chorych
z posocznica leczonych ETA, u ktérych stwierdzano bar-
dzo duze stezenia sTNF [22]. Obecnie wydaje sie jednak,
ze takie rozwazania, z uwagi na skape dane, s trudne
do weryfikacji i potwierdzenia.

Mechanizmy zwiazane z wplywem
na tmTINF

Jak wspomniano wyzej, tmTNF funkcjonuje nie tylko
jako ligand dla receptora TNFR, lecz moze petni¢ funkcje
receptorowe. Ligandem dla tmTNF jest TNFR albo inna
czasteczka reagujaca z nim, np. przeciwciato anty-TNF-a
[11]. Aktywacja receptora tmTNF prowadzi m.in. do wzro-
stu ekspresji czasteczek adhezji (np. E-selektyny w wyni-
ku wzbudzenia limfocytu T), zwiekszenia wrazliwosci na
kolejne sygnaty pobudzajace dang komérke (tzw. presty-
mulacja) czy produkcji innych cytokin (np. TNF-a
przez monocyty lub makrofagi), a takze indukgcji reakgji
cytotoksycznosci (komérki NK). Jak wiadomo, IFX, ADA
i CER reaguja bezposrednio z tmTNF, natomiast o wiele
stabsze wtasciwosci wigzania tmTNF ma ETA. Horiuchi
i wsp. wskazujg na co najmniej cztery mechanizmy,
w ktérych inhibitory TNF-o. moduluja odpowiedZ immu-
nologiczng, reagujac z tmTNFE Przede wszystkim — bloku-
jac tmTNF, uniemozliwiaja jego interakcje z TNFR, a tym
samym hamujg procesy wzbudzane przez aktywacje
tmTNF. Moga ponadto stymulowaé mechanizmy cytotok-
sycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza (complement
dependent cytotoxicity — CDC) i przeciwciat (antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity — ADCC) [8, 11, 23].
Fragment Fab leku biologicznego reaguje z receptorem
tmTNF na komérce docelowej, natomiast w indukcje zja-
wiska cytotoksycznosci zaangazowany jest jego fragment
Fc. W przypadku CDC do aktywacji uktadu dopetniacza
niezbedna jest obecnos¢ domeny CH, w obrebie frag-
mentu Fc, co warunkuje pobudzenie sktadowej C1 kom-
plementu. Takg domene maja zaréwno IFX, ADA, jak i ETA.
Do petnej aktywacji uktadu dopetniacza wymagana jest
jednak takze domena CH;, ktéra umozliwia pobudzenie
sktadowej C3, co jest zjawiskiem podstawowym dla osta-
tecznego uformowania kompleksu atakujacego btone
(C5b — €9), co prowadzi do zniszczenia komérki docelo-
wej. Domeny CH; nie ma jednak biatko fuzyjne, jakim jest
ETA, w przeciwienstwie do przeciwciat monoklonalnych,
takich jak IFX czy ADA. Efektem jest znacznie stabsza
indukcja mechanizméw CDC in vitro w wyniku zastoso-
wania ETA. Moze to wg niektérych autorow w pewnym
stopniu ttumaczy¢ r6zng skutecznosé inhibitoréw TNF-a
w poszczegblnych jednostkach chorobowych (ryc. 3.).

Zdolnos¢ do wzbudzania ADCC wydaje sie natomiast
podobna w przypadku IFX, ADA i ETA. Inhibitor TNF-a. po

zwigzaniu fragmentem Fab receptora tmTNF na komér-
ce docelowej moze fragmentem Fc (tu niezbedna jest
obecnos¢ na nim domen CH; i CHs) potaczyc sie z recep-
torem Fc na komérce NK, co pobudza ta ostatnig do
wydzielania granzymu B i perforyny. Biatka te niszcza
btone komérkowa komérki docelowej i prowadza do jej
lizy (ryc. 4.). Zadnego z efektéw cytotoksycznosci nie
odnotowano natomiast w przypadku stosowania CER,
co jest zrozumiate, biorac pod uwage fakt, ze lek ten
w swojej strukturze nie zawiera fragmentu Fc.
Kolejnym — czwartym — mechanizmem generowa-
nym przez potaczenie sie inhibitora TNF-a. z receptorem
tmTNF sg tzw. procesy odwrotnej sygnalizacji (reverse
signalling) lub sygnalizacji z zewnatrz do wewnatrz (out-
side-to-inside signalling) [24]. Procesy te polegaja przede
wszystkim na zahamowaniu podziatow komoérkowych,
supresji wydzielania cytokin oraz indukcji apoptozy
komorki docelowej majacej receptor tmTNF U podstaw
tych efektoéw lezy wzbudzenie wielu wewnatrzkomérko-
wych szlakéw, w ktérych uczestnicza gtéwnie biatka
z rodziny bcl-2 (np. Bax, Bak), ponadto obserwuje sie
wzrost ekspres;ji biatka p21, dochodzi do akumulacji wol-
nych rodnikéw tlenowych i zwiekszenia stezenia w cyto-
plazmie jonéw wapnia [11]. Warto w tym miejscu nieco
szerzej przedstawic role apoptozy jako jednego z podsta-
wowych mechanizméw molekularnych decydujacych
o0 skutecznosci inhibitoréw TNF-a.. Jak wiadomo, jest to
proces programowanej smierci komérek wspétdecyduja-
cy o zachowaniu homeostazy tkankowej (m.in. elimina-
cja komorek nowotworowych czy reaktywnych leukocy-
téw). Z punktu widzenia patofizjologicznego natomiast
nadmiernie lub zbyt stabo wyrazona apoptoza moze pro-
wadzi¢ do znacznego ubytku komérek (np. enterocytéw,
co skutkuje uszkodzeniem bariery jelitowej) lub przeciw-
nie — do nagromadzenia nieprawidtowych komérek (np.
pobudzonych limfocytéw w naciekach zapalnych) [9]. Jest
to jedna z gtéwnych koncepcji etiopatogenetycznych
przewlektych choréb zapalnych, takich jak ChLC czy RZS.
Potwierdzeniem istotnosci tych zjawisk jest obserwowa-
na w wielu badaniach wzmozona apoptoza leukocytéw
w tkankach zmienionych zapalnie po podaniu inhibito-
row TNF-a.. Sugeruje to, ze wtasnie indukcja programo-
wanej Smierci komérek odgrywa zasadnicza role na
poziomie molekularnym w skutecznosci lekéw biologicz-
nych [25, 26]. Najbardziej spdjna teorig okazuje sie ta
mowiaca, ze podstawowym mechanizmem zaangazowa-
nym w indukcje apoptozy jest pobudzenie szlakéw
odwrotnej sygnalizacji w wyniku oddziatywan z recepto-
rem tmTNF, w mniejszym stopniu w wyniku reakgji cyto-
toksycznosci [8]. Biorac jednak pod uwage fakt, ze cho-
ciazby sTNF/tmTNF moze wzbudzaé lub rzadziej
hamowac apoptoze na skutek interakcji z TNFR, trudno
wykluczyé, iz sama inaktywacja sTNF/tmTNF przez leki
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Ryc. 3. Mechanizmy dziatania inhibitoréw TNF-a. zwigzane z funkcja receptorowg tmTNF — indukcja zjawi-
ska cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza (CDC). Przeciwciato anty-TNF-a (anty-TNF Ab), wig-
zac sie z tmTNF na komorce docelowej, moze aktywowaé uktad dopetniacza dzieki obecnosci domeny CH;
w obrebie fragmentu Fc (aktywacja sktadowej C1 uktadu dopetniacza). Niezbedng domeng do petnej akty-
wacji tej kaskady, z udziatem sktadowej C3, jest domena CH1 w obrebie fragmentu Fab przeciwciata mono-
klonalnego. Ostatecznie prowadzi to do uformowania kompleksu atakujgcego btone C5b-C9 (membrane
attacking complex — MAC), co skutkuje zniszczeniem komérki docelowe] T (target cell). Petny opis w tekscie
Fig. 3. The mechanisms of action of TNF-a inhibitors connected to receptor’s function of tmTNF — induction of
complement dependent cytotoxicity (CDC) which leads to formation of membrane attacking complex C5b —
C9 (MAC) with lysis of a target cell (T — target cell). The full description can be found in the article

biologiczne takze nie wptywa na zjawisko programowa-
nej $mierci komérek. Warto w tym miejscu nadmienic, ze
najwiecej dowodéw na kluczowe znaczenie apoptozy
jako procesu decydujacego o efektywnosci inhibitoréw
TNF-o dotyczy ChLC, natomiast w przypadku pozosta-
tych jednostek chorobowych dane raczej potwierdzaja
postawiong wyzej hipoteze, ale sa bardziej rozbiezne. Co
wiecej, w ostatnich latach skuteczne zastosowanie CER
w ChLC, ktéry przynajmniej na podstawie dotychczaso-
wych analiz nie wzbudza apoptozy, czesciowo zakwestio-
nowato rzeczywiste znaczenie tego procesu dla efektyw-
nosci inhibitorébw TNF-o.. Nalezy jednak podkresli¢, ze
wcigz nie ma badan przeprowadzanych in vivo (obecnie
dysponujemy prébami z bardzo matymi grupami pacjen-
téw), a protokoty doswiadczen in vitro cechowaty sie bar-
dzo duza r6znorodnoscia. Dlatego tez potrzebne s3 kolej-
ne badania, ktére pozwolg rzuci¢ wiecej Swiatta na to
fascynujace, ale i skomplikowane zagadnienie.
Podsumowujac — nalezy z cata moca podkresli¢, ze
przedstawione powyzej pokrotce mechanizmy dziatania
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inhibitoréw TNF-a. nie ttumacza w petni skutecznosci
roznych lekéw biologicznych badz? jej braku w leczeniu
poszczegblnych jednostek chorobowych. Pozwalajg jed-
nak nieco doktadniej przyjrze¢ sie wptywowi, jaki
wywieraja na uktad immunologiczny, a takze umozliwia-
ja formutowanie waznych z praktycznego punktu widze-
nia hipotez. Przyktadowo postuluje sie, ze jednym
z gtéwnych powodéw braku skutecznosci ETA w choro-
bach z kregu schorzen ziarniniakowych, takich jak ChLC,
sarkoidoza czy ziarniniak Wegenera, jest jego stabe
powinowactwo do tmTNF [11]. Uwaza sie bowiem, ze
bezposrednia stymulacja tmTNF odgrywa zasadnicza
role w formowaniu ziarniniakéw na poziomie tkanko-
wym. Istniejg jednak dowody na to, ze tmTNF uczestni-
czy w reakcjach obronnych organizmu przeciw Mycobac-
terium tuberculosis — gtéwnie chodzi o funkcje
limfocytéw T pamieci umozliwiajacych sprawng elimina-
cje pratkdéw gruzlicy [27]. Istnieje kilka praktycznych
dowodéw potwierdzajacych prawdziwosé tych hipotez.
Przede wszystkim uaktywnienie gruZzlicy jest jednym
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granzym B
perforyna

Ryc. 4. Mechanizmy dziatania inhibitorow TNF-a. zwigzane z funkcja receptorowg tmTNF — indukcja reak-
¢ji cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC). Przeciwciato anty-TNF-a (@anty-TNF Ab) moze, po zwia-
zaniu tmTNF na komérce docelowej, aktywowaé komoérke NK. Dochodzi do tego w wyniku interakgji
domen CH; i CH3 w obrebie fragmentu Fc przeciwciata z receptorem Fc na komérce NK. Ostatecznie moze
to prowadzi¢ do indukcji wydzielania granzymu B czy perforyny z komérek NK, co skutkuje zniszczeniem

komorki docelowej T (target cell). Petny opis w tekscie

Fig. 4. The mechanisms of action of the TNF-a inhibitors connected to a receptor function of tmTNF — induc-
tion of antibody cell-mediated cytotoxicity (ADCC). The full description can be found in the article. T—target cell

z najpowazniejszych powiktan terapii biologicznej, ale
udowodniono, ze potencjat wywotania tej choroby bak-
teryjnej jest kilkukrotnie wiekszy przy stosowaniu IFX
niz ETA [11]. Czy dlatego, ze ETA znacznie stabiej reaguje
z tmTNF i mniej uposledza odpowiedz przeciwpratkowa
organizmu? Ponadto — jak pokazuje jedno z badah prze-
prowadzonych u chorych na RZS, u ktérych doszto do
rozwoju gruzlicy po zastosowaniu IFX — nie obserwowa-
no obecnosci typowych ziarniniakéw w materiatach
tkankowych [28]. Czy to potwierdza silny efekt hamo-
wania tworzenia sie ziarniniakéw przez IFX, w ktérym
uczestniczy tmTNF?

Na zakohczenie jeszcze raz nalezy podkresli¢, ze
wiekszos¢ danych na temat mechanizméw molekular-
nych dziatania inhibitoréw TNF-a. pochodzi z badah in
vitro, gdzie stosowano rdzne linie komérkowe. Ma to
swoje istotne ograniczenia, nie pozwala bowiem prze-
nies¢ wnioskéw badawczych bezposrednio na zjawiska
zachodzace in vivo. Wyniki niektérych badan s3 nieco
rozbiezne, a innych nawet sprzeczne. Nie dyskwalifikuje
to dotychczas formutowanych hipotez, niemniej jednak

Swiadczy o tym, Ze nasza wiedza na temat poszczegél-
nych mechanizméw molekularnych jest spekulatywna
i pokazuje, jak wiele jeszcze pytan pozostaje bez odpo-
wiedzi.
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