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Stowo wstepne do wydania I

Oddajemy w Panistwa r¢ce publikacje przeznaczona dla lekarzy specjalistéw, lekarzy
podstawowej opieki zdrowotnej, a takze studentéw medycyny. Szybki postep wiedzy —
i to zaréwno w zakresie diagnostyki, jak i terapii — zmusza do jej poszerzania i statego
ksztatcenia. Stad tez konieczno$¢ publikacji wlasnie takich wydawnictw, keére w spo-
s6b zbiorczy i syntetyczny pozwalajg na przyswajanie wiadomosci. Techniki inzynierii
genetycznej, mozliwos$¢ uzyskiwania nowych substancji, ktére pézniej przeradzajq si¢
w leki pozwalajace bezposrednio wplywaé na kaskadg zjawisk zachodzacych w przebie-
gu stanu zapalnego, stanowig istotg lekéw biologicznie czynnych. I wlasnie takie leki sg
obecnie stosowane w dermatologii, gastroenterologii i reumatologii.

W czgéei dotyczacej gastroenterologii do omawianych zagadnienl wlaczono aspekty
dotyczace diagnostyki — istotne elementy wlasciwego rozpoznania klinicznego. Obej-
muja one zaréwno aktualng wiedz¢ diagnozowania genetycznego, jak i zasady diagno-
styki klinicznej, w tym réwniez wykorzystywane skale oceny endoskopowej. Drugim
elementem poszerzajacym zakres terapeutyczny schorzen gastroenterologicznych jest
problem zywienia jako istotna, spdjna cz¢$¢ postgpowania leczniczego w nieswoistych
zapaleniach jelit. Sadzimy, ze takie komplementarne zaprezentowanie probleméw
umozliwi fatwiejsze ich zrozumienie, jak réwniez bedzie pomocne przy praktycznym
wykorzystaniu zdobytej wiedzy.

W naszej publikacji staraliémy si¢ zachowaé jednolity uktad zagadnied w celu
tatwiejszego konfrontowania publikowanych danych. W czesci pierwszej oméwiono
podstawy leczenia biologicznego. W kolejnych tematycznych opracowaniach: derma-
tologicznej, gastroenterologicznej oraz reumatologicznej omdéwiono zasady diagno-
styczno-terapeutyczne leczenia biologicznego, a w kofcowej czgéci zaprezentowano
przyktadowe przypadki kliniczne i sposoby rozwiazywania probleméw. Celem takiego
uktadu jest umozliwienie wykorzystania przedstawianych informacji w prakeyce kli-
nicznej. Warto bowiem pamigta¢, ze kazda sytuacja kliniczna wymaga indywidualnego
podejécia zaréwno diagnostycznego, jak i terapeutycznego, ale kazda nasza decyzja
musi by¢ oparta na solidnych i udokumentowanych podstawach naukowych.

Na zakoficzenie pragniemy zaapelowaé do Czytelnikéw o ewentualne uwagi kry-
tyczne dotyczace prezentowanych materiatéw oraz sugestie poszerzenia i aktualizagji
wiedzy w ewentualnym wznowieniu publikagji.

prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski (dermatologia)
prof. dr hab. n. med. Krzysztof Linke (gastroenterologia)

prof. dr hab. n. med. Wlodzimierz Samborski (reumatologia)

Poznar, 30 lipca 2010 .
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Stowo wstepne do wydania I1

Duze zainteresowanie nowoczesnymi terapiami z uzyciem preparatéw antycytoki-
nowych w dermatologii, gastroenterologii i reumatologii sprawilo, ze autorzy publi-
kagji pt. ,Leczenie biologiczne w dermatologii, gastroenterologii” wydanej w 2010 r.
postanowili przygotowaé nowa, uzupetniong wersj¢ podrecznika. Tym razem zaprosili-
$my do wspélpracy réwniez lekarzy pediatréw oraz radiologdw zajmujacych si¢ terapia
biologiczna.

Podrecznik zawiera nowe informacje na temat dtugoletnich juz obserwacji i wyni-
kéw zastosowania terapii biologicznej u chorych na catym $wiecie, jak réwniez obej-
muje do§wiadczenia wlasne autoréw. Publikacja zostata takze wzbogacona o cickawy
materiat ilustracyjny.

W ksigzce opisano réwniez do$wiadczenia z nowymi lekami, nastepujacymi po
oryginalnych lekach biologicznych, zwanymi biosymilarami, ktdre ze wzgledu na niz-
sz3 ceng s3 przedmiotem duzego zainteresowania lekarzy prakeykéw.

Wszystkim autorom skladamy serdeczne podzickowania za podjecie si¢ trudu
opracowania poszczegdlnych rozdziatéw, majac nadzieje, ze wysitek wlozony w ksiaz-
ke sprawi, iz okaze si¢ ona przydatna w codziennej praktyce lekarzy specjalistéw oraz
lekarzy podstawowej opicki zdrowotnej. Czytelnikéw prosimy za$ o sugestie dotyczace
prezentowanych materiatéw, co pozwoli nam udoskonali¢ kolejne wydanie podrecz-
nika.

prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski (dermatolog)
prof. dr hab. n. med. Krzysztof Linke (gastroenterolog)

prof. dr hab. n. med. Wlodzimierz Samborski (reumatolog)

Poznat, luty 2015 1.
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I.1. Podstawy molekularne

leczenia biologicznego

Piotr Eder, Liliana tykowska-Szuber, Krzysztof Linke

Wstep

Leki biologiczne stosowane w dermatologii, gastroenterologii i reumatologii to
biatka uzyskiwane za pomocg technik inzynierii genetycznej, ingerujace bezposred-
nio w kaskade zjawisk zachodzacych w przebiegu stanu zapalnego. Sa to zazwyczaj
przeciwciala monoklonalne lub receptory wiazace swoiscie poszczegdlne cytokiny
lub inne molekuly zaangazowane w proces zapalny, rzadziej interleukiny, czynni-
ki wzrostu wplywajace na konkretne grupy komérek biorace udzial w patogenezie
danego schorzenia. Zrozumienie zasad dzialania lekéw biologicznych i idei, jakie
towarzyszyly i towarzysza tworzeniu kolejnych terapeutykdéw z tej grupy, jest nie-
mozliwe bez poznania podstawowych zagadnien z zakresu immunologii oraz biolo-
gii molekularnej.

Immunologia stanu zapalnego
Komorki uczestniczace w reakcji zapalnej

Sposréd szeregu komoérek bioracych udziat w reakeji zapalnej najwicksze znacze-
nie przypisuje si¢ limfocytom, istotna rol¢ petnia réwniez makrofagi i granulocyty.
Wsp6lnymi komérkami prekursorowymi dla nich sa komérki macierzyste hemopo-
ezy szpiku kostnego, ktére pod wptywem odpowiednich cytokin, a takie w wyni-
ku bezposredniego kontaktu ze strukturami tworzacymi zrab szpiku, réznicujg sie
w kierunku poszezegélnych linii rozwojowych (ryc. 1.). Wszystkie komérki powsta-
jace w procesie hemopoezy, mimo ze zasadniczo réznig si¢ migdzy soba zaréwno
pod wzgledem budowy, jak i funkeji, pozostaja w Scistym zwiazku czynnosciowym.
Sprawno$¢ mechanizméw immunologicznych zalezy w gléwnej mierze od prawidto-
wej kooperacji leukocytéw, kedra odbywa si¢ w wyniku bezposrednich oddzialywan,
jak i posrednio poprzez cytokiny.

Limfocyty

Limfocyty dzieli si¢ na subpopulacje gléwnie na podstawie obecnosci poszcze-
gblnych czasteczek na ich powierzchni [receptoréw limfocytéw B — BCR (B-cel/
receptor), receptoréw limfocytéow T — TCR (7-cell receptor) oraz antygenéw rézini-
cowania komdrkowego CD (cluster of differentiation)] i profilu wydzielanych przez
nie cytokin.
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Rycina. 1. Schemat hemopoezy

Limfocyty T

Klasyczny podziat na limfocyty T pomocnicze (Th), limfocyty T cytotoksyczne
(Tc) oraz limfocyty T regulatorowe (Treg) w $wietle aktualnej wiedzy jest niezwykle
uproszczony. Obecnie uwaza sig, ze liczba subpopulacji tych komérek jest znacznie
wicksza, a ich funkcja bardziej ztozona niz pierwotnie sadzono.

Limfocyty Th (CD4+) wspomagaja zaréwno odpowiedz typu humoralnego (ten typ
odpowiedzi wiaze si¢ z funkeja limfocytéw B i powstajacych z nich plazmocytéw, ktore
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wytwarzaja przeciwciata), jak i komérkowego (tu gléwna role efektorows odgrywaja
limfocyty T zdolne do zabijania komérek docelowych — na przyktad komérek zakazo-
nych wirusem). Tradycyjnie wyréznia si¢ limfocyty Thl i Th2. Limfocyty Th1 uczest-
niczg przede wszystkim w odpowiedzi typu komérkowego, wytwarzaja mi¢dzy innymi
interleuking (IL) 2 (odpowiedzialng za aktywacje cytotoksycznosci limfocytéw), IL-12
czy interferon y (stymuluje makrofagi). Limfocyty Th2 natomiast wspomagaja odpo-
wiedZz humoralna, gtéwnie poprzez wytwarzanie IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13. Istnieje
jednak szereg limfocytéw Th, keérych profil wydzielanych cytokin nie pokrywa sig
z podziatem na Th1 i Th2. Przykfadem mogga by¢ limfocyty ThO syntetyzujace zaréw-
no cytokiny charakeerystyczne dla Th1, jak i Th2. Inna ciekawa podgrupa limfocy-
téw Th sa komérki Th17. Nie ma wciaz jednoznacznych i niepodwazalnych dowoddéw
na ich obecno$¢ w organizmie czlowieka, niemniej jednak wiadomo, ze IL-17 odgry-
wa istotng role w patogenezie wielu choréb (w tym choroby Lesniowskiego-Crohna,
reumatoidalnego zapalenia stawdw, tuszczycy) i wydzielana jest przez komérki produ-
kujace swoisty, rézny od Th1 i Th2, profil interleukin — IL-17, IL-21, IL-22 (ryc. 2.).
Komérki te réznicuj si¢ z prekursorowych limfocytéw Th w wyniku stymulacji przez
transformujacy czynnik wzrostu (sransforming growth factor f — TGE-B), IL-6 i sa
odpowiedzialne w warunkach fizjologicznych migdzy innymi za prawidlowa odpo-
wiedZz immunologiczng skierowana, przeciw drobnoustrojom. W niektdrych okolicz-
nosciach limfocyty Th17 mogg by¢ jednak uwiktane w kaskadg zjawisk zachodzacych
w przewleklym stanie zapalnym — dotyczy to schorzeni z kregu choréb autoimmunolo-
gicznych i, jak wspomniano, kluczowe znaczenie wydaje si¢ tutaj mie¢ IL-17.

] IFN-y
L2
IL-12
> L4
—>» L5
L4
komérka prekursorowa
TCD4 \A
Tﬁzﬁ 117
123 —» .21
IL-22

IL - interleukina; TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu B; IFN-y - interferon y

Rycina 2. Populacje limfocytéw Th. W wyniku dziatania poszczeg6lnych cytokin z prekursorowej ko-
morki CD4+ réznicuja sie limfocyty Tha (zaangazowane gtéwnie w odpowiedz typu komérkowego),
limfocyty Th2 (odgrywajace istotna role w odpowiedzi typu humoralnego) oraz limfocyty Th17
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Limfocyty Treg to grupa komoérek wykazujacych whasciwosci hamujace odpowiedz
immunologiczna — uczestnicza w nabywaniu tolerancji na antygeny podawane doust-
nie (tolerancja pokarmowa), antygeny bakterii saprofitycznych na btonach sluzowych,
w skdrze, chronig przed aktywnoscig autoreaktywnych limfocytéw T, biorg udziat
w zjawisku tolerangji transplantacyjnej na przeszczepy allogeniczne. Ich obecnos¢
warunkuje zachowanie homeostazy i réwnowagi w organizmie, w ktérym dochodzi
do statej aktywacji mechanizméw immunologicznych.

Limfocyty Tc to komérki zdolne do efektu cytotoksycznego — czyli zabijania innych
komérek. W klasycznym ujeciu sg to limfocyty Tafy CD8+. Wykazano jednak, ze
takie wlasciwosci moga mie¢ réwniez niektére komérki Thl, komérki NK, komérki
NKT (natural killer T lymphocytes) czy tez limfocyty Ty5. Istnieja dwa podstawowe
mechanizmy cytotoksycznosci limfocytéw T, w wyniku ktérych dochodzi do $mier-
ci komoérki docelowej na drodze apoptozy (ryc. 3.). Pierwszy z nich to mechanizm
zwiazany z aktywacja ziaren cytoplazmatycznych zawierajacych biatka (miedzy innymi
perforyny, granzymy), ktérych uwolnienie powoduje gléwnie zniszczenia struktural-
ne w komorce docelowej prowadzace do jej $mierci. Drugi mechanizm to indukeja
apoptozy w wyniku aktywacji swoistych receptoréw dla czasteczek z rodziny czynnika
martwicy nowotworéw TNF (zumor necrosis factor). W przypadku limfocytéw najeze-
$ciej jest to czasteczka FasL reagujaca z receptorem CD95 (Fas/Apo-1) na komoree

APOPTOZA

aktywacja
A kaskady kaspaz
FasL
o &
TCR
APOPTOZA
B

K - komérka docelowa; Tc - limfocyt cytotoksyczny; TCR - receptor limfocytu T; Ag - antygen; MHC | - czasteczka
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy |

Rycina 3A, B. Dwa gtéwne mechanizmy cytotoksycznosci limfocytéw Tc - (A) indukcja apop-
tozy przy udziale receptoréw z rodziny TNF (receptor CD95, dla ktérej ligandem jest FasL na
limfocycie) oraz (B) w wyniku dziatania takich enzymoéw, jak granzym B czy perforyna
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docelowej. W obu sytuacjach ostatecznie dochodzi do aktywacji kaskady enzyméw
proteolitycznych — kaspaz, ktére biora udziat w degradacji wielu biatek wewnatrzko-
moérkowych (w tym niekedrych biatek jadrowych), co prowadzi do nieodwracalnych
uszkodzert DNA i §mierci komérki docelowe;j.

Limfocyty NK s3 leukocytami wyspecjalizowanymi w spontanicznym zabijaniu
komérek zakazonych wirusem oraz komérek nowotworowych. Odbywa si¢ to zaréw-
no w wyniku bezposrednich interakgji z komérka docelowa poprzez wyspecjalizowane
receptory blonowe (gléwnie receptory z nadrodziny czasteczek immunoglobulinopo-
dobnych), jak i w mechanizmie cytotoksycznosci zaleznej od przeciwcial (antibody-
-dependent cellular cyroroxicity— ADCC), gdzie warunkiem niezb¢dnym do zniszczenia
komérki efektorowej jest jej uprzednie oplaszczenie przez immunoglobuling.

Limfocyty B

Komérki te wykazujg na swojej powierzchni ekspresje receptora limfocytéw B
(BCR) oraz migdzy innymi CD19, CD20, CD21, CD40. Wyrdznia si¢ dwie sub-
populagje limfocytéw B — B1 i B2. Sg one zaangazowane w typ humoralny odpowie-
dzi immunologicznej. W wyniku kooperacji z limfocytami Th2 limfocyty B ulegaja
aktywacji. Skutkuje to przede wszystkim synteza immunoglobulin wigzacych swoiscie
dany antygen, co umozliwia jego eliminacje.

Makrofagi i granulocyty

Makrofagi i granulocyty oboj¢tnochtonne (neutrofile), zaliczane do grupy komérek
zernych, sg zasadniczym elementem nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, ktdrej
gléwna cecha jest jej szybka indukcja niewymagajaca wstepnej aktywacji. W wyni-
ku stymulacji poprzez niektére czynniki pochodzenia bakteryjnego (lipopolisacharyd
bakteryjny, formylowane peptydy), elementy uktadu dopetniacza (sktadowa C3a, C5a)
oraz przy udziale cytokin wydzielanych przez inne makrofagi (interleukina 1, TGF-f3,
TNEF-a), neutrofile (leukotrieny, czynnik aktywujacy plytki) czy limfocyty T — mono-
cyty krwi obwodowej (z nich powstaja makrofagi) i granulocyty opuszczaja fozysko
naczyniowe i wedrujg do miejsca odpowiedzi zapalnej. Tam realizujg swoje zadanie
gléwnie w mechanizmie fagocytozy (pochfanianie czasteczek np. bakeerii i wewnatrz-
komérkowe trawienie przy udziale enzyméw zawartych w lizosomach), a takze poprzez
wydzielanie szeregu mediatoréw stanu zapalnego.

Granulocyty kwasochtonne (eozynofile) i zasadochtonne (bazofile) uczestnicza
natomiast gtéwnie w reakcjach alergicznych, eozynofile stanowia dodatkowo podstawg
odpornosci przeciwpasozytnicze;.

Komorki prezentujgce antygen

Limfocyty T petniace kluczows role w swoistej odpowiedzi immunologicznej maja
zdolno§¢ rozpoznania danego antygenu tylko wtedy, gdy jest on ,zaprezentowany”
w odpowiedniej modyfikacji na powierzchni wyspecjalizowanych komérek — tak
zwanych komorek prezentujacych antygen (antigen presenting cells — APC). Do APC
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zaliczamy przede wszystkim komérki dendrytyczne (zlokalizowane we krwi, w nabton-
kach, naskérku, tkance tacznej, narzadach limfatycznych), makrofagi, a takze limfo-
cyty B. W szczegélnych okolicznosciach (w tkankach zmienionych zapalnie) funkeje
APC moze jednak pelni¢ réwniez inny rodzaj komoérek, w tym komoérki nablonka
jelita, chondrocyty czy keratynocyty. Komérki prezentujace antygen wykazujg zdol-
no$¢ prezentacji danego antygenu w kompleksie z antygenami zgodnosci tkankowe;j
(mmajor histocompatibility complex — MHC). Wyréinia si¢ dwa podstawowe rodzaje
MHC — MHC Kklasy I, obecne na powierzchni wszystkich komérek jadrzastych orga-
nizmu (stanowia swoisty element réznicujacy tkanki whasne od obcych), oraz MHC
Klasy II, wyst¢pujace na komoérkach uktadu immunologicznego (przede wszystkim
limfocytach B, makrofagach i komérkach dendrytycznych). Antygeny endogenne (na
przyktad biatka produkowane przez zainfekowana wirusem komérke) sa prezentowane
na powierzchni komérek w potaczeniu z czasteczkami MHC klasy 1 i rozpoznawane
gléwnie przez limfocyty T CD 8+ (cytotoksyczne), w wyniku czego zakazona komérka
moze zosta¢ zabita. W tym przypadku komdrkg prezentujaca dany antygen moze by¢
kazda komérka jadrzasta organizmu, ale wedtug tradycyjnej definicji nie jest ona zali-
czana do APC w $cistym znaczeniu tego pojecia. Natomiast w przypadku antygenéw
zewnatrzpochodnych (na przyklad bakteryjnych) musza by¢ one najpierw pochtonigte
(w procesie endocytozy) przez APC (np. komérke dendrytyczna). Nastepnie s wigzane
z czasteczkami MHC klasy II, by ulec ostatecznie prezentacji na powierzchni komérki.
W takiej formie s one rozpoznawane przez limfocyty T CD4+ (pomocnicze), kedre
mogg posredniczy¢ zaréwno w indukgji dalszej odpowiedzi immunologicznej o typie
komérkowym (limfocyty Th1), jak i humoralnym (limfocyty Th2) (ryc. 4.).

Mechanizmy aktywacji reakcji zapalnej

Leukocyty krazace we krwi majg zdolno$¢ opuszczania fozyska naczyniowego, co
umozliwia im petnienie funkeji we wszystkich tkankach organizmu. Dowodem spraw-
nosci tych mechanizméw jest to, ze tylko okoto 2% wszystkich limfocytéw T znajduje si¢
we krwi obwodowej. Wyrdznia si¢ kilka etapéw przechodzenia leukocytéw przez sciang
naczyniows. Wstgpnym zjawiskiem jest tak zwane toczenie sig leukocytu po endotelium
naczyniowym. Polega ono na tym, ze plynac z pradem krwi, komérki okresowo stykaja
si¢ z powierzchnia $rédblonka, w efekcie czego zwalniajg predkosé i sa wprawiane w ruch
obrotowy, co przypomina wlasnie ,toczenie si¢”. Interakcje leukocytéw z endotelium
umozliwia obecno$¢ na ich powierzchni specjalnych biatek adhezyjnych zwanych selek-
tynami. Istniejg trzy gléwne czasteczki nalezace do tej grupy — selektyna L (leukocytar-
na), selekeyna E (endotelialana) i selekeyna P (ptytkowa). Ich ekspresja stymulowana jest
przez mediatory stanu zapalnego, takie jak TNF-q., IL-1 czy LPS bakteryjny. Z drugiej
strony selektyny wiaza si¢ ze zwiazkami oligosacharydowymi na powierzchni §rédbtonka
naczyniowego — CD34, MadCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule) czy Gly-
CAM-1 (glycosylation-dependent cell adbesion molecule). Nastgpnie toczace sie po blonie
wewngtrznej naczynia leukocyty ulegajg aktywacji przez odpowiednie czynniki chemo-
taktyczne, bedace zazwyczaj produktami toczacej si¢ w danej lokalizacji pozanaczyniowej
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Rycina 4A, B. A) Prezentacja antygenu limfocytom CD8+ przez komérke jadrzasta (N)

z udziatem antygendw zgodnosci tkankowej klasy | (major histocompatibility complex class |
- MHC I) - antygen endogenny ulega fuzji z czasteczkami MHC | w siateczce $rédplazma-
tycznej (endoplasmic reticulum - ER) i nastepnie prezentowany jest w kompleksie z MHC | na
powierzchni komérki jadrzastej. B) Prezentacja antygenu limfocytowi CD4+ przez komorke
prezentujaca antygen (antigen presenting cells - APC) z udziatem MHC Il - antygen zewna-
trzpochodny jest pochtaniany przez APC (na drodze endocytozy), ulega wewnatrzkomoérko-
wej proteolizie i wiazany jest z czasteczkami MHC klasy 1l w endosomach, a nastepnie jest
prezentowany w kompleksie z MHC Il na powierzchni komérki APC

reakcji zapalnej. Przyktadami takich chemokin sa migdzy innymi RANTES (regulated on
activation normal T cell expressed and secreted) i MIP-1au (macrophage inflammatory pro-
tein), a receptorami dla nich mogg by¢ na powierzchni leukocytéw CCR5 lub CXCR3.
Aktywacja leukocytéw powoduje zmiany strukturalne w obrebie krwinki biatej umoz-
liwiajace wejscie w etap cistej adhezji do komérek $rédblonka. Kluczows role na tym
etapie odgrywajg biatka zaadsorbowane w blonie komdrkowej leukocytéw zwane inte-
grynami, reagujace z receptorami na powierzchni endotelium, o budowie immunoglo-
bulinopodobnej. Integryny zaangazowane w zjawisko adhezji leukocytéw do komérek
$rédbtonka naleza gtéwnie do rodziny B2-integryn i sa to przede wszystkim:

* LFA-1 (leukocyte function-associated antigen), zwana tez CD11a/CD18, Mac-1 (inna
nazwa CD11b/CD18) i CR-4 (CD11¢/CD18), dla ktérych receptorami na endo-
telium moga by¢ ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2, ICAM-3,

* dwie integryny z innej grupy — 04p7 i a4f1, dla keérych receptorami na endotelium
s czasteczki MAACAM-1 i VCAM-1 (vascular cell adbesion molecule-1) (ryc. 5.).
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Rycina 5. Adhezja aktywowanych limfocytéw do Sciany naczynia krwiono$nego - przyktad
interakcji limfocytarnej integryny o437 z ligandem na komérce srédbtonka - MadCAM-1
(czasteczka adhezji komoérkowej bedaca adresyna bton $luzowych)

Ostatnim etapem przechodzenia leukocytu przez $ciang naczynia jest diapedeza,
a wiec przeci$niecie sie miedzy komérkami $§rédblonka do przestrzeni pozanaczy-
niowej, gdzie przy udziale wielu czasteczek pomocniczych (migedzy innymi integryn
leukocytarnych z grupy 1 reagujacych z biatkami macierzy pozakomérkowej thanki
tacznej) oraz enzymoéw (gtéwnie proteinaz) leukocyty moga dalej poruszad si¢ w kie-
runku toczacej si¢ w tkance reakcji zapalnej (ryc. 6.).

Aktywacja limfocytow

Aktywacja limfocytéw to proces prowadzacy do nabycia przez te komérki petnych
whasciwosci komérek efektorowych. Kluczowe znaczenie maja tutaj receptory limfocy-
tarne TCR i BCR, ktdre bezposrednio rozpoznaja dany antygen.

Jak wspomniano, w przypadku limfocytéw T dany antygen musi zostaé zaprezen-
towany przez komérki APC w potaczeniu z czasteczkami MHC klasy I (limfocytom
CD8+) lub MHC klasy II (limfocytom CD4+). Tak zmodyfikowany antygen reaguje
z receptorem TCR, bedacym w kompleksie z czasteczka CD3, warunkujacg sprawny
przebieg tego etapu aktywacji (etap pierwszego sygnatu). Niezbednym warunkiem pel-
nej akeywacji jest jednak interakeja czasteczek kostymulujacych na powierzchni leu-
kocytu i APC. Jest to tak zwany drugi sygnat aktywacji (etap drugiego sygnatu). Naj-
istotniejszymi kostymulatorami s receptory CD28, CD2 (LFA-2), CD48, CD11a/
CD18 (LFA-1) na powierzchni limfocytu i ich ligandy — odpowiednio CD80/CD86
(B7), CD58 (LFA-3), CD2 (LFA-2) oraz ICAM-1 na powierzchni APC. Dopiero po
otrzymaniu drugiego sygnatu limfocyt ulega pelnej aktywacji objawiajacej si¢ indukeja
szeregu szlakéw enzymatycznych w komérce prowadzacych do pobudzenia czynnikéw
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Rycina 6. Etapy aktywacji limfocytu i migracji przez $ciane naczyn do przedziatu pozanaczy-
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transkrypcyjnych, ktére wplywaja na ekspresje okreslonych genéw w limfocycie, kodu-
jacych réznorodne biatka uczestniczace w reakdji zapalnej. Czasteczka, ktéra ma wha-
$ciwosci hamujace interakcje CD28 — CD80/CD86 (B7), a przez to hamujace proces
aktywacji limfocytu T, jest CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4). Jest
to biatko blonowe limfocytu T, wykazujace podobieristwo strukturalne do CD28, ale
charakteryzujace si¢ kilkadziesiat razy wigkszym powinowactwem do swego liganda na
komérce APC. Odgrywa wazng rol¢ w zachowaniu réwnowagi pomi¢dzy bodZcami
pobudzajacymi i hamujacymi uktad immunologiczny (ryc. 7.).

Co istotne — brak drugiego sygnatu moze prowadzi¢ do wejécia limfocytu w stan
anergii, objawiajacy si¢ brakiem mozliwosci aktywacji pod wplywem danego antygenu,
nawet jesli przy kolejnym kontakcie z nim beda obecne niezbedne czasteczki kosty-
mulujace. Drugim mozliwym scenariuszem przy braku pierwotnej kostymulacji jest
wejscie limfocytu na szlak apoptozy i §mier¢ komérki. Oba zjawiska (anergia i apoptoza
limfocytéw T) maja duze znaczenie w fizjologii (przede wszystkim nabywanie tolerangji
na wiasne antygeny, eliminacja autoreaktywnych limfocytéw) i w patologii (anergia
limfocytéw T i brak zdolnosci cytotoksycznych u 0séb zakazonych wirusem HIV, zabu-
rzona eliminacja aktywowanych limfocytéw T na drodze apoptozy w naciekach zapal-
nych w reumatoidalnym zapaleniu stawéw czy w chorobie Lesniowskiego-Crohna).

Na rycinie 8. przedstawiono wybrane interakcje receptor—ligand migdzy limfocy-
tem a APC.

Proces aktywacji limfocytéw B jest podobny pod wzgledem mechanizméw nim
rzadzacych do zjawisk zachodzacych w limfocytach T. Zasadniczg réznicy jest to, ze
antygen nie jest prezentowany limfocytowi B przez APC w powiazaniu z czasteczka-
mi MHC, ale rozpoznawany w formie natywnej przez receptor BCR. Niezbednymi
czasteczkami regulujacymi aktywacje limfocytu B sg takie blonowe biatka, jak kom-
pleks CD19/CD21/CD81, CD22 czy FcRIIB. Dodatkowo, jak wspomniano wyzej,
funkcja limfocytu B zalezy w duzej mierze od bezposredniej interakgji z limfocytami
Th2. W tym przypadku istotna rol¢ odgrywa CD40, ktéra reaguje ze swoim ligandem
CD40L na powierzchni limfocytu Th2 (ryc. 9.).

Rycina 7. Aktywacja limfocytu T w wyniku prezentacji antygenu przez komoérke prezentujaca
antygen (antigen presenting cells - APC) w kompleksie z antygenem zgodnosci tkankowej
(major histocompatibility complex - MHC). Kostymulacja przy udziale czasteczki B7 (CD80/
CD86) i CD28 jest niezbedna do petnej aktywacji limfocytu T, natomiast reakcja miedzy B7

a czasteczka CTLA-4 ma wptyw hamujacy
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Rycina 8. Wybrane interakcje receptor-ligand pomiedzy komérka APC a limfocytem odgry-
wajace istotna role w procesie aktywacji limfocytu T

IL-2/1L-4/IL-5

Rycina 9. Limfocyt B wigze antygen (Ag) poprzez receptor BCR i prezentuje go w potaczeniu
z antygenem zgodnosci tkankowej klasy Il (major histocompatibility complex class Il - MHC 11)
komorce Th2. Niezbednym zjawiskiem do aktywacji limfocytu T jest kostymulacja CD40-
-CD40L. Aktywowany limfocyt Th2 wydziela cytokiny pobudzajace odpowiedz typu humoral-
nego (produkcja przeciwciat)

Cytokiny

Cytokiny to zwiazki majace zasadnicze znaczenie w regulacji proceséw immuno-
logicznych. Nalezg do nich hemokiny, interferony, czynniki regulujace hemopoezg,
interleukiny. Liczba poznanych cytokin jest bardzo duza i stale rosnie. Rola cz¢sci cyto-
kin zostata dobrze zdefiniowana, funkcja wielu nadal stanowi przedmiot badan. Cha-
rakterystyczne jest, ze w dane zjawisko immunologiczne 7aangazowana jest zazwyczaj
grupa kilku badz kilkunastu czasteczek. Czgé¢ z nich wywiera podobny efekt, czes¢
dziata antagonistycznie, czg$¢ pozostaje ze sobg w uktadzie petli sprzezen zwrotnych.
Dlatego w immunologii aktualne jest pojecie ,sieci cytokin®. W tabeli 1. przedsta-
wiono charakterystyke wybranych cytokin, majacych znaczenie w kontekscie leczenia
biologicznego.
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych cytokin majacych znaczenie w kontekscie leczenia

biologicznego

Nazwa cytokiny

Komérki produkujace

dana cytokine

Najwazniejsze efekty
wywierane przez cytokine

Cechy charakterystyczne

interleukina 1
(1)

gtéwnie monocyty
i makrofagi, ale
tez keratynocyty,
chondrocyty,
komérki endotelium
w odpowiedzi

na endotoksyny
bakteryjne, ale
réwniez pod
wptywem innych
cytokin, uktadu
dopetniacza

aktywuje osteoklasty

pobudza fibroblasty, makrofagi,
limfocyty T do produkcji cytokin
(IL-2, IL-6, TNF, IFN)

pobudza proliferacje
limfocytéw B i synteze
przeciwciat

stymuluje synteze biatek ostrej
fazy w watrobie

istnieje szereg czasteczek
nalezacych do rodziny
IL-1 (w tym IL-1oi IL-2P)
receptory dla IL-1 biora
udziat w przekazywaniu
sygnatu, ale niektore
(IL-1R2), wiazac IL-1,
inaktywuija ja

jedna z cytokin rodziny
IL-1 jest IL-1Ra, ktora jest
antagonista receptora
dla IL-1i bierze udziat

w regulacji zwrotnej

interleukina 2
(IL-2)

limfocyty T

pobudza proliferacje
limfocytdéw cytotoksycznych
CD8+

receptory dla IL-2
znajduja sie gtéwnie na
limfocytach T, ale obecne
sg takze na limfocytach
B i komérkach NK

interleukina 4
(IL-4)

limfocyty T, NKT,
komorki tuczne,
bazofile

gtdéwnie aktywacja limfocytéw
B, w mniejszym stopniu
limfocytéw T, monocytow

wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe
hamuje wytwarzanie takich
cytokin prozapalnych, jak
TNF, IL-1, 16

interleukina 6
(IL-6)

gtéwnie monocyty
i makrofagi, przede
wszystkim pod

aktywacja limfocytow T
rozpoznajacych antygen
stymulacja réznicowania

kluczowa cytokina reakcji
zapalnej

(IL-10)

odpowiedz immunologiczna

wptywem IL-1 limfocytéw B do plazmocytéw
syntetyzujacych przeciwciata
Synteza biatek ostrej fazy
w watrobie
interleukina 10 | limfocyty Ti B wykazuje dziatanie hamujace hamuje zaréwno synteze

cytokin prozapalnych,
jak i réznicowanie sie
limfocytéw czy ekspresje
czasteczek MHC

interleukina 12

makrofagi, komérki

pobudza dojrzewanie

sktada sie z dwéch

(IL-17)

(limfocyty Th17)

prozapalnych przez makrofagi,
komérki nabtonka, $rodbtonka,
fibroblasty

stymuluje synteze czasteczek
adhezji (ICAM-1)

(IL-12) dendrytyczne limfocytéw T cytotoksycznych podjednostek p35 i p40
i Th1 oraz komorek NK podjednostka p40 moze
stymuluje produkcje cytokin tworzy¢ homodimer,
prozapalnych hamujac aktywnos¢ IL-12
pobudza synteze przeciwciat IgG

interleukina 17 | limfocyty CD4+ stymuluje synteze cytokin aktualnie uwaza sie, ze

istnieje co najmniej kilka
czasteczek podobnych
do IL-17
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Tabela 1. Cd
Nazwa cytokiny Komérki produkujace  Najwazniejsze efekty Cechy charakterystyczne
dana cytokine wywierane przez cytokine
interleukina 18 | makrofagi, aktywuje limfocyty T, B, posredniczy zaréwno
(IL-18) keratynocyty, komérki | komorki NK w odpowiedzi
nabtonka, osteoblasty komérkowej, jak

i humoralnej, wykazuje
wiele funkcjonalnych
podobienstw do IL-12

interleukina 20 | keratynocyty aktywuje autokrynowo jest czasteczka

(IL-20) keratynocyty, stymulujac homologiczna do IL-10
synteze TNF

interleukina 23 | komorki wzmaga cytotoksycznos¢ wykazuje podobienstwo

(IL-23) dendrytyczne limfocytéw CD8+ strukturalne z IL-12 -
aktywuje limfocyty Th17 jest heterodimerem

- podjednostka p19
jest podobna do
podjednostki p35 IL-12,
a podjednostka p40 jest

identyczna

czynnik makrofagi, stymuluje krwiotworzenie

stymulujacy limfocyty T, komorki w zakresie linii granulocytarno-

tworzenie $rodbtonka, makrofagowej

kolonii fibroblasty wzmaga cytotoksycznos$¢

granulocytow limfocytéw T i komorek NK

i makrofagow wzmaga wtasciwosci

(granulocyte- fagocytarne komérek zernych

macrophage stymuluje synteze cytokin

colony prozapalnych i czasteczek

stimulating adhezji

factor - GM-CSF)

interferon y limfocyty T, komorki wykazuje dziatanie nazywany dawniej

(IFN-y) NK i NKT przeciwwirusowe interferonem typu Il
nasila cytotoksyczno$¢ (interferonem
limfocytéw T CD8+, komorek immunologicznym)
NK w odréznieniu
aktywuje makrofagi i nasila do pozostatych
fagocytoze interferonéw, ktére
indukuje synteze czasteczek wykazuja przede
MHC wszystkim aktywnos$¢
stymuluje synteze innych przeciwwirusowa,
cytokin a w mniejszym stopniu

oddziatuja na procesy
immunologiczne

transformujacy | makrofagi, neutrofile, | wywiera szereg dziatan

czynnik limfocyty hamujacych odpowiedz
wzrostu immunologiczna
(transforming

growth factor 3

-TGF-B)
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Osobnego oméwienia wymaga czynnik martwicy nowotworéw o (tumor necrosis
Jactor a — TNF-), jako ze w ostatnich latach stat si¢ gléwnym celem molekularnym
lekéw biologicznych. Cytokina ta nalezy do nadrodziny czasteczek czynnika martwicy
nowotwordw, ktéra obejmuje kilkadziesiat zwigzkéw (najwazniejsze obok TNF-al to
limfotoksyna o, czyli TNF-, oraz limfotoksyna ) o podobnej budowie, reaguja-
cych z grupa receproréw dla czasteczek TNF-podobnych. Czynnik martwicy nowo-
tworéw o wydzielany jest gléwnie przez monocyty i makrofagi, ale moze by¢ takze
produkowany przez limfocyty T i B, fibroblasty czy keratynocyty. Wystepuje zaréwno
w formie blonowej na powierzchni komérki, jak i w formie rozpuszczalnej. Najsil-
niejszym bodZcem do wydzielania tej cytokiny jest lipopolisacharyd (LPS) bakteryjny,
w mniejszym stopniu takze GM-CSF i sam TNE Istniejg dwa podstawowe receptory
wigzace TNF-al — s3 to TNFRI (p55, CD120a) i TNFR2 (p75, CD1208). TNFR1
znajduje si¢ na wigkszosci komérek organizmu i wigze zaréwno formg blonowsg
TNF-a, jak i rozpuszezalna, podczas gdy TNFR2 obecny jest gtéwnie na powierzch-
ni leukocytéw i komérek $rédblonka i reaguje przede wszystkim z forma blonowa
TNF-a.. Potaczenie TNF-a z TNFR1 aktywuje szereg zjawisk w komoéree docelowe;.
Dwa najwazniejsze to aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB i indukcja eks-
presji kilkudziesigciu gendéw, kedrych produkty biatkowe zaangazowane sg w regulacje
proceséw immunologicznych, natomiast innym z aktywowanych proceséw moze by¢
$mier¢ komérki w mechanizmie apoptozy. Natomiast aktywacja TNFR2 prowadzi
najprawdopodobniej z jednej strony do pobudzenia komérek ukladu immunologicz-
nego, a z drugiej — do zahamowania apoptozy. Czynnik martwicy nowotworéw o
zajmuje centralne miejsce wsréd cytokin regulujacych odpowiedz zapalna. Indukuje
synteze cytokin przez inne komérki (limfocyty T pobudza do syntezy miedzy inny-
mi IL-2, IEN-y, IL-6, makrofagi — do produkeji TNE IL-1, IL-6, GM-CSF), pobu-
dza uwalnianie przeciwciat przez limfocyty B, zwigksza ekspresje¢ molekut adhezji na
komérkach $rédblonka, stymuluje produkeje biatek ostrej fazy w watrobie (w tym
biatka C-reaktywnego) i procesy resorpgji kosci, moze powodowaé apoptozg komérek
nowotworowych, bierze udzial w proteolizie komérek migéniowych i regulacji meta-
bolizmu tkanki ttuszczowej, uznawany jest takze za jeden z wazniejszych endogennych
pirogenéw (wplywa na o$rodkowy uktad nerwowy, podwyzszajac temperature ciata).
Nadmierne wydzielanie TNF-al to jeden z kluczowych elementéw patogenezy wielu
chordb autoimmunologicznych oraz alergicznych. Pozytywne doswiadczenia z zasto-
sowaniem molekut wiazacych t¢ cytoking i neutralizujacych jej aktywno$é zdaja sig
potwierdza t¢ hipotezg.

Leki biologiczne - budowa i synteza

Leki biologiczne to strukturalnie przede wszystkim przeciwciala monoklonalne
i biatka fuzyjne, rzadziej cytokiny lub ich receptory. Zasady produkcji przeciwciat
monoklonalnych (w ujeciu klasycznym — produkowanych przez jeden klon komérek,
dzicki czemu wszystkie przeciwciata sg identyczne) zostaly opracowane przez Kohlera
i Milsteina na poczatku lat 70. XX wicku (za co w 1984 r. otrzymali Nagrodg Nobla
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w dziedzinie medycyny). Laczyli oni uczulone danym antygenem mysie limfocyty
B (to zapewnialo swoisto$¢ przeciwciata) z komérkami mysiego szpiczaka mnogie-
go (to natomiast zapewnialo ,nie$miertelnos¢” komoérek i dowolnie diugie hodowle
in vitro). Dzigki tej technice uzyskiwano jednak przeciwciata mysie, co wigzalo sig
z indukowaniem u ludzi przeciwciat anty-mysich, ograniczajacych skutecznos¢ terapii
i powodujacych ryzyko pojawienia si¢ szeregu dziatari niepozadanych. Dzigki techni-
kom inzynierii genetycznej udato si¢ rozwiaza¢ ten problem — obecnie mozna uzyskaé
przeciwciala czysto ludzkie lub tylko w niewielkiej czgéci mysie. Od tego, ktore frag-
menty immunoglobuliny monoklonalnej sa kodowane przez geny mysie, a kedre przez
geny ludzkie, zalezy budowa i nazwa przeciwciata (ryc. 10.).

Kolejnym krokiem w tworzeniu lekéw biologicznych byto wyprodukowanie biatek
fuzyjnych. Biatka te sktadaja si¢ z dwdch czgéci — fragmentu Fe przeciwciata (zwykle
klasy IegG), dzigki keéremu biatko to moze taczy¢ si¢ z komérkami efektorowymi ukta-
du immunologicznego (na przyktad makrofagami), oraz wybranej czasteczki o okres-
lonych wihasciwosciach (na przyktad czasteczka o whasciwosciach receptora wiazacego

dang cytoking) (ryc. 11.).

Nazewnictwo przeciwciat monoklonalnych i biatek fuzyjnych

Nazwa kazdego przeciwciala monoklonalnego tworzona jest wedtug tych samych

regut. Skfada si¢ ona z czterech czgsci:

1) przedrostka, bedacego elementem charakterystycznym tylko dla danej czasteczki,

2) fragmentu okreslajacego punkt uchwytu/chorobe — w przypadku schorzen z zakre-
su dermatologii, gastroenterologii i reumatologii (zaburzenia uktadu immuno-
logicznego) jest nim wrostek —fims; jesli w kolejnych czgéciach nazwy obecne s
dwie spotgtoski obok siebie, to taczac je, pomija si¢ ostatnia spéigloske wrostka
— np. infliksymab — tu pomija si¢ spotgtoske m wrostka —lim, taczac pozostatosé
z rdzeniem odnoszacym si¢ do pochodzenia przeciwciata — ksy; punktem uchwytu

RIS i | il | i

100% przeciwciato przeciwciato 100% przeciwciato
przeciwciato chimeryczne - humanizowane ludzkie
mysie w ok. 25% mysie - w ok. 5% mysie (np. adalimumab)
(np. infliksymab) (np. certolizumab)

>

proces ,humanizacji” przeciwciat monoklonalnych

Rycina 10. Rodzaje przeciwciat monoklonalnych - podtyp zalezy od udziatu w budowie skta-
dowej obcogatunkowej (zazwyczaj mysiej)
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zewnatrzkomorkowa domena receptora 2 (TNFR2/p75)
ludzkiego TNF-a.

fragment Fc ludzkiej IgG1

Rycina 11. Budowa biatka fuzyjnego na przyktadzie etanerceptu

w innych jednostkach chorobowych moze by¢ wrostek —vir w przypadku choréb
wirusowych, —bac w przypadku choréb bakteryjnych czy na przyktad —cir w scho-
rzeniach kardiologicznych.

fragmentu okreslajacego pochodzenie gendw kodujacych dane przeciwciato:

- u — geny ludzkie,

- 0 — geny mysie,

- a — geny szczurze,

- e — geny chomika,

- i — ssak z rzedu naczelnych,

- ksy (ewentualnie — ksi) — chimeryczne,

- zu — humanizowane.

przyrostka —mab, odnoszacego si¢ zaréwno do przeciwcial monoklonalnych, jak
i do ich fragmentéw.

Nazwe biatka fuzyjnego tworzy si¢, dodajac przyrostek -cept, np. abatacept.

W tabeli 2. opisano gléwne wskazania, budowe i mechanizm dziatania wybranych

lekéw biologicznych.

Tabela 2. Wybrane leki biologiczne i mechanizm ich dziatania

Nazwa leku Gtéwne Budowa i mechanizm dziatania
miedzynarodowa wskazanie do
(handlowa) stosowania leku
infliksymab RZS, ChLC, WZJG, | chimeryczne ludzko-mysie PM klasy 1gG1 skierowane przeciw
(Remicade) t, tZS,77SK TNF-a

wiaze rozpuszczalna i btonowa forme TNF-a
adalimumab RZS, MIZS, ChLC, | czysto ludzkie PM klasy IgG1 skierowane przeciw TNF-a
(Humira) WZJG, t, tZS, wigze rozpuszczalng i btonowa forme TNF-a

775K
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Tabela 2. Cd

Nazwa leku Gtéwne Budowa i mechanizm dziatania

miedzynarodowa wskazanie do

(handlowa) stosowania leku

etanercept RZS, MIZS, t, biatko fuzyjne zbudowane z fragmentu receptora TNFR2 (p75)

(Enbrel) tZS, 775K oraz fragmentu Fc ludzkiej IgG1
wiaze TNF-a, uniemozliwiajac mu interakcje z receptorem
btonowym

golimumab RZS, tZS, ZZSK czysto ludzkie PM skierowane przeciw TNF-a

(Simponi) wiaze rozpuszczalna i btonowa forme TNF-a.

certolizumab RZS, ChLC pegylowany fragment Fab humanizowanego PM skierowany

(Cimzia) przeciw TNF-a

wiaze rozpuszczalna i btonowa forme TNF-a.

natalizumab SM, ChLC humanizowane PM skierowane przeciw integrynom o437

(Antegren, i 041 na leukocytach

Tysabri) blokuje biatka adhezji na leukocytach, uposledzajac ich
migracje przez $ciane naczynia krwiono$nego

wedolizumab ChLC, WZJG humanizowane PM skierowane przeciw integrynie a4p7 na

(Entyvio) leukocytach

blokuje biatko adhezji na leukocytach, uposledzajac ich
migracje przez $ciane naczynia krwiono$nego w przewodzie

pokarmowym
efalizumab t humanizowane PM skierowane przeciw LFA-1 na leukocytach
(Raptiva) blokujac wigzanie LFA-1 z ICAM-1, upo$ledza zdolno$¢

leukocytéw do migracji przez éciane naczynia, a takze ich
aktywacje przez komorki APC

alefacept t biatko fuzyjne ztozone z fragmentu LFA-3 i fragmentu Fc
(Amevive) ludzkiej 1IgG

blokuje receptor CD2 na limfocytach T, hamujac ich aktywacje
oraz na komoérkach NK, indukujac ich apoptoze

rytuksymab NHL, CLL, RZS chimeryczne ludzko-mysie PM skierowane przeciw czasteczce
(MabThera) CD20

blokujac CD20 na limfocytach B, indukuje ich apoptoze

i reakcje cytotoksycznosci z udziatem uktadu dopetniacza

anakinra RZS antagonista ludzkich receptoréw IL-1

(Kineret) hamuje biologiczna aktywnos¢ IL-1

abatacept RZS biatko fuzyjne ztozone z fragmentu antygenu CTLA-4 oraz Fc
(Orencia) ludzkiej 1gG1

CTLA-4 hamuje interakcje miedzy CD80/CD86 (B7) na
powierzchni APC i CD28 na leukocycie i blokuje etap drugiego
sygnatu aktywacji limfocytéw T

ustekinumab t, ChLC czysto ludzkie PM wiazace podjednostke p40 IL-12 i IL-23
(Stelara) hamuje aktywacje limfocytéw CD 4 Th1iTh17

PM - przeciwciato monoklonalne; ChLC - choroba Le$niowskiego-Crohna; WZJG - wrzodziejace zapalenie jelita
grubego; RZS - reumatoidalne zapalenie stawdw; ZZSK - zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa; t - tuszczyca;
£SZ - tuszczycowe zapalenie stawdw; MIZS - mtodziericze idiopatyczne zapalenie stawéw; NHL - chtoniaki nieziarnicze
(non-Hodgkin lymphoma); CLL - przewlekta biataczka limfocytowa (chronic lymphocytic leukemia); SM - stwardnienie
rozsiane (tac. sclerosis multiplex); TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw o (tumor necrosis factor o.)

]
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