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POVZETEK

Tezkoverizna protitelesa, prvi¢ odkrita pri kamelidih
leta 1989, predstavljajo nekonvencionalno obliko
protiteles, sestavlieno izkljucno iz tezkih verig in brez
lahkih verig, znacilnih za klasi¢na protitelesa. Njihova
posamezna variabilna domena, imenovana nanotelo
ima klju¢ne prednosti pred konvencionalnimi proti-
telesi: stabilnost, manjsSa velikost, visoka topnost v
vodi, boljSe prehajanje v tkiva in enostavna proiz-
vodnja v rekombinantnih sistemih. Nanotelesa razi-
skujejo predvsem na podrocju diagnostike, kjer se
uporabljajo v tehnikah, kot so pozitronska emisijska
tomografija s hkratno racunalniS8ko tomografijo, bio-
senzorji in imunokromatografski testi. V terapevtske
namene jih razvijajo za zdravljenje raka ter infekcij-
skih in avtoimunskih bolezni. Od prve odobritve ka-
placizumaba leta 2018 so bila odobrena Se tri zdra-
vila na osnovi nanoteles, kar potrjuje njihov vse vedji
pomen v translacijski in klinicni medicini.

KLJUCNE BESEDE:
kaplacizumab, monoklonska protitelesa, nanote-
lesa, PET/CT, rak

ABSTRACT

Heavy-chain antibodies, first discovered in camelids
in 1989, represent an unconventional form of antibo-
dies composed solely of heavy chains and lacking
the light chains that are characteristic for classical
antibodies. Their single variable domain, known as a
nanobody offers key advantages over conventional
antibodies, such as stability, smaller size, high solubility
in water, improved tissue penetration, and easy pro-
duction in recombinant systems. Nanobodies are pri-
marily explored in the field of diagnostics, where they
are used in techniques such as positron emission to-
mography/computed tomography, biosensors, and
immunochromatographic tests. For therapeutic pur-
poses, they are being developed for the treatment of
cancer as well as infectious and autoimmune disea-
ses. Since the first approval of caplacizumab in 2018,
three additional nanobody-based drugs have been
approved, confirming their growing importance in
translational and clinical medicine.

KEY WORDS:
cancer, caplacizumab, monoclonal antibodies, na-
nobodies, PET/CT
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uvoD

Protitelesa so klju¢ni del imunskega sistema in eden
najpomembnejSih dejavnikov v boju proti razlicnim bo-
leznim. Kot del pridoblienega imunskega sistema zago-
tavljajo specificno zascito, kadar prirojeni imunski sistem
ni dovolj u¢inkovit. Protitelesa omogocajo nevtralizacijo
patogenoy, aktivacijo komplementa in spodbujanje celi-

¢nih imunskih odzivov, kar izboljSa splosno obrambno
vlogo organizma (1). Zaradi zaScitne vloge proti patoge-
nom in toksinom so protitelesa postala pomembno orodje
v medicini. Od proizvodnje prvega monoklonskega pro-
titelesa, razvitega s hibridomsko tehnologijo, je minilo 50
let, od prvega odobrenega monoklonskega protitelesa,
muromonaba — CDS3, ki se je uporabljal za prepreCevanje
zavrnitve presajenih ledvic, pa malo manj kot 40 let (2).
Polovica monoklonskih protiteles v klini€nem razvoju in
tretjina odobrenih monoklonskih protiteles je namenjenih
zdravljenju raka (3). Klasi¢na protitelesa, imunoglobulini

A)
Antigen-vezavna domena
oz. variabilni fragment
30 kDa
Antigen-vezavna domena
0z. nanotelo
12 - 14 kDa
Protitelo Tezko-verizno protitelo
150 kDa 95 kDa
B)
VAT CDR1 FR2 FR3 CDR3 )

Slika 1: Shematski prikaz protiteles, prisotnih v serumu kamel. A) Levo: Klasi¢no protitelo ima variabilni domeni lahke (V) in tezke (V) verige.
Desno: Tezkoverizno protitelo vsebuje samo eno variabilno domeno oziroma nanotelo (V,H). B) Organizacija zaporedja domen V,,in V, H.
Ohranjene regije (FR)-siva regija CDR1-modra; CDR2-roza; CDR3-zelena. Spremenjene aminokisline v regiji FR2 so oznacene z zelenimi
zvezdicami. Crtkana &rta je disulfidni mostidek. Privzeto po (8, 16). Slika je narejena s pomodjo programa Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 1: Schematic representation of antibodies present in camel serum. A) Left: A conventional antibody contains the variable domains of
the light (V,) and heavy (V,) chains. Right: A heavy-chain antibody contains only a single variable domain, known as a nanobody (V,H). B)
Organization of the V,, and V, H domain sequences. Framework regions (FR)-gray; CDR1-blue; CDR2-pink; and CDR3-green. Modlfied
amino acids in the FR2 region are indicated by green asterisks. The dashed line represents a disulfide bond. Adapted from (8, 16) Created in

Biorender: https.//BioRender.com/nvscuus.
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G (IgG), so sestavljena iz dveh tezkih in dveh lahkih verig
s skupno molsko maso 150 kDa. Tezka veriga je sesta-
vliena iz treh konstantnih domen (C,1, C,,2 in C,3) in
ene variabilne domene (V,), lahka veriga pa iz ene kon-
stantne domene (C,) in ene variabilne domene (V|), kar
je prikazano na sliki 1 (4). Leta 1989 so pri kamelidih od-
krili tezkoverizna protitelesa, ki nimajo lahke verige (5).
Variabilni del takega tezkoveriznega protitelesa, imenovan
nanotelo oziroma V| H, se je izkazal kot zanimiva alter-
nativa klasi¢nim monoklonskim protitelesom, predvsem
zaradi priblizno desetkrat manjse velikosti in boljSega
dostopa v tkiva. Kasneje so zaceli razvijati nanotelesa
za uporabo v diagnostiki in pri zdravljenju razli¢nih bole-
zni. Nanotelesa danes tako raziskujejo na diagnosticnem
podrocju, kot je pozitronska emisijska tomografija s
hkratno racunalnisko tomografijo (angl. positron emission
tomography/computed tomography; PET/CT) ter za
zdravljenje raka, infekcijskih in avtoimunskih bolezni (4).
Trenutno so za zdravljenje odobrena Stiri nanotelesa (6).
V tem &lanku bomo podrobneje opisali nanotelesa in nji-
hovo pripravo, uporabo nanoteles za diagnosti¢ne in te-
rapevtske namene ter zakljucili z opisom nanoteles, ki
so odobrena za klinicno uporabo.

NANOTELESA

Tezkoverizna protitelesa, ki se naravno pojavljajo v serumu
kamel (dromedarji, kamele, lame, alpake, gvanaki in viku-
nje), so bila odkrita pred 30 leti (5). Kasneje so bila odkrita
v ribah hrustan&nicah, med drugim v morskih psih (7). Od
takrat se intenzivno uporabljajo v poskusih in vitro in in
vivo ter v predklinicnem in kliniCnem preskusanju. Njihove
rekombinantno pridobljene antigen-vezavne domene, tako
imenovana nanotelesa, so sestavljena iz ene same domene
z majhno molekulsko maso (14 kDa). Nanotelesa so ovalne
oblike in z dimenzijami v obmocju nekaj nanometrov (7).
Enako kot klasi¢ni imunoglobulini so nanotelesa sestavljena
iz Stirih ohranjenih regjj (angl. framework regions; FR) in
treh zank, ki dolo€ajo komplementarnost (angl. comple-
mentarity determining regions; CDR), kot je prikazano na
sliki 1. Tezkoverizna protitelesa nimajo lahkih verig in jim
tudi manjka ena konstantna tezka domena (C1). Zanki
CDR1 in CDRS sta pri tezkoveriznih nanotelesih povecani
(8-10). Vegje Stevilo aminokislin, 18 aminokislin pri kamelah
v primerjavi s 13 aminokislinami pri ¢loveku, omogoca

KLJUCNI POUDARKI

e Nanotelesa so majhni, stabilni vezavni fragmenti
tezkoveriznih protiteles kamelidov, ki omogocajo
boljSe prodiranje v tkiva, visoko specificnost in eno-
stavno rekombinantno proizvodnjo.

e Zaradi boljSe stabilnosti in topnosti ter odsotnosti
ucinkov, vezanih na regijo Fc, so primerna za hitre
diganosticne metode, kot so imunokromatografija,
biosenzoriji ter slikanje PET/CT.

e Raziskuje se uporaba nanoteles za zdraviljenje raka, av-
toimunskih in infekcijskih boleznih ter pri razvoju napred-
nih terapevtskih strategij, kot so sistemi TriKe, terapije s
celicami CAR-T in konjugati nanotelo—zdravilo.

e Njihova specificnost omogoca razvoj ucinkovitih kan-
didatov bioloskih zdravil za nevtralizacijo virusov, bak-
terijskih toksinov ter strupov kac in Skorpijonov.

e Od leta 2018 so odobrena §tiri zdravila na osnovi
nanoteles (npr. kaplacizumab, ozoralizumab, en-
vafolimab), Stevilo klinicnih preskusanj pa po letu
2018 hitro narasca.

veCjo povrSino za interakcijo z antigenom (11, 12). Regije
FR lahko pri nanotelesih sodelujejo pri vezavi, Cesar klasicna
protitelesa ne omogocajo (13). Izmed regij FR je FR2 obi-
¢ajno ohranjena in pri klasi¢nih protitelesih vsebuje hidro-
fobne aminokisline, ki interagirajo s hidrofobnimi regijami
V.. Pri tezkoveriznih protitelesin pa regija FR2 vsebuje
hidrofilne aminokisline, in sicer V,, — V,H: Val37Phe ali Tyr,
Gly44Gilu, Leud5Arg ali Cys, in Trp47Gly (11). Zaradi teh
zamenjav so nanotelesa bolje topna v vodi in manj agregi-
rajo. V nanotelesih se lahko pojavita Se dva dodatna Cys,
eden v zanki CDR1 ali regjji FR2 in drugi v zanki CDRS, ki
tvorita disulfidni most in tako dodatno stabilizirata celotno
strukturo (14). Zanka CDRS je pri klasicnih in tezkoveriznih
protitelesih v najvedji meri odgovorna za prepoznavanije in
vezavo z antigenom. Zanka CDRS3 pri klasi¢nih protitelesih
tvori votlino, zleb ali ravno povrSino, ki je ustrezna za pre-
poznavanje haptenov, peptidov ali epitopov na velikih pro-
teinih. Pri teZkoveriznih protitelesih pa je zanka CDR3 kon-
veksne oblike, ki prodre v majhne votline na povrSini
antigena oziroma interagira z antigenskimi konkavnimi po-
vrSinami. Tako lahko nanotelesa prepoznajo katalitska me-
sta encimov in modulirajo njihovo funkcijo (15). Protitelesa
in nanotelesa se z antigen vezavno domeno (paratopom)
vezejo na razline epitope istega antigena.

Nanotelesa so najmanjsi naravni antigen-vezavni fragmenti
z edinstvenimi lastnostmi (16). V primerjavi s klasi¢nimi
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protitelesi imajo nanotelesa Stevilne prednosti kot tudi do-

locene slabosti (17):

e majhna velikost, ki je prednost pri cilianju slabo dostopnih
tkiv,

e mocna afiniteta za vezavo na antigen,

e konveksni paratop, primeren za prepoznavanje kataliticnin
mest encimoyv,

e stabilnost pri nefizioloSkih vrednostih pH (pH v obmodju
od 3 do 9) in pri daljSi izpostavijenosti poviSani temperaturi
(60-80 °C, nekaj tednov pri 37 °C), kemi¢nim denatu-
rantom (2-3 M gvanidinijem kloridu, 6-8 M urei) in pro-
teoliticnim encimom,

e dobra topnost v vodi,

e stroskovno ucinkovita proizvodnja v mikrobnih sistemih
z nespremenljivimi lastnostmi,

e hitro izloCanje iz ledvic,

e odsotnost s Fc posredovalnih uginkov.

Z veC kot 80% podobnostjo nukleotidnega zaporedja ve-

liajo nanotelesa za strukturno podobna klasi¢nim imuno-

globulinom, zaradi ¢esar niso imunogena in so primerna

za uporabo pri ljudeh (14).

POSTOPEK PRIDOBIVANJA
NANOTELES

Nanotelesa lahko pridobimo iz treh vrst knjiznic: imunske,
naivne in sinteti¢ne (4). Imunske knjiznice se pridobijo z
vsaj 4-kratno imunizacijo zivali druzine Camelidae, ki traja
priblizno 2 meseca. Nato se iz odvzete periferne krvi izolirajo
limfociti, iz katerih se ekstrahira informacijska RNA (MRNA),
sintetizira komplementarna DNA (cDNA) in izvede dvosto-
penjska verizna reakcija s polimerazo (PCR) ter gelska elek-
troforeza. Z oligonukleotidnimi zacetniki, specifi¢nimi za za-
poredje nanoteles, se pomnozijo V, H. Ti amplikoni se nato
vstavijo v vektor, kot je pHEN4, in se vnesejo v kompetentne
celice, kot so celice bakterije Escherichia coli, s Simer se
pridobi imunska knjiznica nanoteles (slika 2A). Knjiznica se
nato obogati s fagnim prikazom, ki omogoca selekcijo na-
noteles z visoko afiniteto do cilinega antigena. Fagi, ki pri-
kazujejo zeleno V| H z visoko afiniteto, se izolirajo in pom-
nozijo, slabse vezani fagi pa se odstranijo. Ta postopek se
ponovi veckrat, da se obogatijo kloni z najvi§jo afiniteto in
specificnostjo (slika 2B). Izbrana nanotelesa se nato preveri
z encimsko imunskim testom (ELISA), dolo¢i se njihovo
nukleotidno zaporedje in se jih nato proizvede v vedjih ko-
licinah v bakterijah. Kon¢ne produkte se odisti s kovinsko-

kelatno afinitetno imunokromatografijo (IMAC) in kromato-
grafijo z loCevanjem po velikosti (SEC). Koncno Cistost in
velikost proteina se preveri s poliakrilamidno gelsko elek-
troforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-
PAGE), kar je prikazano na sliki 2C (4, 18).

NANOTELESA V DIAGNOSTIKI

Raziskave o mozni uporabi nanoteles potekajo na razli¢nih
podrodjih, vklju¢no z diagnostiko. Na tem podrodju razi-
skovalci preucuijejo razlicne metode, kot so imunokroma-
tografija, biosenzorji in diagnosti¢no slikanje (4).

4.1 IMUNOKROMATOGRAFIJA

Imunokromatografija ali test s stranskim tokom je hiter dia-
gnosticni test, ki specificno zazna prisotnost antigena v
vzorcu. Kot je prikazano na sliki 3, vzorec nanesemo na
vzoréno blazinico. Vzorec potuje naprej na konjugirano
blazinico, ki vsebuje za antigen specificno protitelo, konju-
girano z obarvanim ali fluorescentnim oznacevalcem. Ce
je antigen v vzorcu prisoten, se veze na oznaceno protitelo
in nastali kompleks potuje naprej po testnem traku. Nato
vzorec preide na testno ¢rto, na kateri so imobilizirana
protitelesa, ki so zmozna vezati kompleks Ag-Ab. Nevezana
oznacena protitelesa potujejo naprej na kontrolno ¢rto, kjer
se vezejo na druga imobilizirana protitelesa, ki potrjujejo
pravilno delovanje testa. Na koncu presezek reagentov
pripotuje na absorbcijsko blazinico. Rezultat testa se in-
terpretira na podlagi prisotnosti obarvanih &rt. Pri pozitiv-
nem rezultatu sta vidni testna in kontrolna Crta, pri nega-
tivnem rezultatu je vidna le kontrolna Crta. V primeru
odsotnosti kontrolne Crte je test neveljaven ne glede na
pojav testne &rte. Spodniji del slike 3 prikazuje pozitivni,
negativni in nepravilni rezultat testa (4).

Zaradi lastnosti nanoteles, kot so visoka stabilnost, afiniteta
in odpornost na toploto, vecji repertoar paratopov, odsot-
nost regije Fc, enostavna modifikacija v vecvalentni kon-
strukt in enostavna adsorpcija na zlate nanodelce (4), bi
lahko nanotelesa pri imunokromatografiji uporabljali namesto
klasi¢nih protiteles. Z uporabo nanoteles so bili razviti razlicni
imunokromatografski testi, na primer za detekcijo aflatoksina
B1 (20) ter za potrjevanje okuzbe s SARS-CoV-2 in s koro-
navirusom bliznjevzhodnega respiratornega sindroma
(MERS) (21).
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Slika 2: Shematski prikaz pridobivanja nanoteles iz imunske knjiznice. A) Imunizacija in priprava knjiznice. B) Izbor nanoteles s fagnim

prikazom. C) Proizvodnja in ¢i¢enje izbranih nanoteles. cDNA — komplementarna DNA, ELISA — encimskoimunski test, IMAC — kovinsko-
kelatna afinitetna imunokromatografija, NaDS-FAGE — poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, SEC —
kromatografija z lo¢evanjem po velikosti. Slika je narejena s pomodjo programa Biorender: https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 2: Schematic representation of nanobody generation from an immune library. A) Immunization and library preparation; B) Nanobody
selection by phage display; C) Production and purification of selected nanobodies. cDNA — complementary DNA, ELISA — enzyme-linked

immunosorbent assay, IMAC —

immobilized metal affinity chromatography, NaDS-PAGE — sodium dodecy! sulfate—polyacrylamide gel

electrophoresis, SEC - size exclusion chromatography. Created in Biorender: https://BioRender.com/nvscuub.

4.2 BIOSENZORJI

Biosenzoriji so naprave, ki vsebujejo bioreceptor, specificen
za doloCen antigen, pritrjen na polprevodnik (slika 4). Po
stiku med antigenom in bioreceptorjem pride do spre-
membe elektricnega potenciala, katerega signal se pom-
nozi in izmeri (22). Bioreceptor je na povrSini imobiliziran
kovalentno s pomodjo sistema SpyTag-SpyCatcher, pri
¢emer je celoten proteinski kompleks dodatno sidran na
funkcionalizirani heksanditiolni plasti, pritrieni na elektrodo.
Za zmanijSanje nespecificne vezave se povrsina po imobi-
lizaciji blokira z govejim serumskim albuminom. Prednost

biosenzorjev je v njihovi hitrosti, Ce jih primerjamo z ELISA
ali imunokromatografijo, saj je rezultat viden v nekaj se-
kundah. Nanotelesa so Se posebej primerna kot idealni
biosenzorji, saj lahko zdrzijo visoke temperature in ek-
stremne vrednosti pH (23). Biosenzorji bazirani na nanote-
lesih so bili razviti za detekcijo SARS-CoV-2 in MERS (4).

4.3 DIAGNOSTICNO SLIKANJE

Za diagnosti¢no slikanje se med drugim uporabljajo opticne
in nuklearne metode, ki za vizualizacijo uporabljgjo fluo-
rescentno ali radioaktivno oznacene molekule. Za potrebe
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Slika 3: Shematski prikaz imunokromatografskega testa. VVzorec potuje od vzorcne blazinice prek konjugirane blazinice do testne in kontrolne
Crte ter absorpcijske blazinice. Prikazani so pozitivni, negativni in neveljavni rezultati testa. Privzeto po (19). Slika je narejena s pomocjo

programa Biorender: https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 3: Schematic representation of an immunochromatographic test. The sample migrates from the sample pad through the conjugate
pad to the test and control lines and finally to the absorption pad. Positive, negative, and invalid test results are shown. Adapted from (19).

Created in Biorender: https://BioRender.com/nvscuus.

opticnega molekularnega slikanja so preskusali razliko med
nanotelesom in konvencionalnim monoklonskim protitele-
som cetuksimab, ki je usmerjeno proti receptorju za epi-
dermalni rastni faktor (angl. epidermal growth factor re-
ceptor; EGFR). Nanotelo proti EGFR je omogodilo hitrejSo
vizualizacijo tumorjev, saj se je signal pojavil ze 30 minut
po injiciranju, medtem ko pri cetuksimabu v tem Casu
signal ni bil lo¢ljiv od ozadja. Poleg tega je nanotelo ucinko-
viteje prodrlo v tumor in se po njem razporedilo (24).

Pri radioloSkem slikanju, kot sta PET in enofotonska emi-
sijska racunalniSka tomografija so izvedli ve¢ Studij z ra-
dioaktivno oznacenim nanotelesom proti receptorju 2 za
epidermalni rastni faktor (angl. human epidermal growth
factor receptor 2; HER?2), ki so kazale na veliko razmerje
tumor-kri/misica, visok kontrast pri PET ter manjSe obse-
vanje ostalih organov v primerjavi s konvencionalnimi mo-
noklonskimi protitelesi (4).

Pomembna nadgradnja diagnosti¢nega slikanja, ki omo-
gocCa natan¢no spremljanje dinamike proteinov v Zivih

celicah, je bila objavljena v nedavni Studiji. V njej je bil
predstavljen inovativen primer sistema endogenega
oznadevanja usmerjenega z nanotelesi, imenovan ALFA
(angl. ALFA Nb-guided endogenous labeling; ANGEL).
Pri tem pristopu se v genom s pomocjo gru¢ enako-
merno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev s
CRISPR povezanim proteinom 9 (angl. clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats-CRISPR-as-
sociated protein 9; CRISPR-cas9) vstavi majhna pep-
tidna oznaka ALFA (ALFA-tag), ki jo specificno prepozna
fluorescentno oznaceno nanotelo. Fluorescentni signal
je prisoten le, kadar je ALFA-tag uspesSno vgrajen, saj
se nanotelo v odsotnosti tarCe razgradi. To omogoca
hitro prepoznavanije in izbor pravilno oznacenih celic ter
natanc¢no spremljanje proteinov v njihovem naravnem
celicnem okolju. S tem je mogoce z enim samim nano-
telesom specificno zaznati in spremljati endogene pro-
teine, kar bistveno poveca uporabnost nanoteles v razi-
skavah in diagnostiki (25).
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UPORABA NANOTELES PRI
ZDRAVLJENJU

5.1 NANOTELESA PROTI RAKU

Poleg uporabe nanoteles pri diagnosticnem slikanju, razi-
skujejo moznost njinove uporabe tudi pri zdravljenju, pred-
vsem v predklini¢nih modelih in Klininih raziskavah. Razvili
so trispecificna nanotelesa tipa TriKe, ki aktivirajo naravne
celice ubijalke in ciliajo receptor CLEC12a, znacilen za akutno
mieloi¢no levkemijo. Pokazali so ozdravitev akutne mieloicne
levkemije in vivo z minimalnimi stranskimi imunskimi ucinki,
vendar se tovrstni terapevtski pristopi trenutno Se ne upo-
rabljajo v rutinski klinicni praksi (26). Na podroc¢ju TriKe je
prvo kliniéno preskusanje faze 1/2 zaustavijeno (27), medtem
ko drugo preskuSanje faze 1/2 Se pridobiva bolnike (28).
Obstaja Se veliko drugih multiparatopskih nanoteles, ki jih
raziskujejo in so v Klini¢nih preskuSanjih (18).

Veliko se raziskuje tudi terapija na osnovi himernih anti-
genskih receptorjev T-celic (angl. chimeric antigen receptor
T-cells; CAR-T), pri kateri se v T-celice vnese genski zapis

za himerni receptor, kjer nanotelo nadomesca klasi¢ni eno-
verizni variabilni fragment (scFv) kot antigen vezavna do-
mena. Trenutno so terapije CAR-T, ki uporabljajo nanote-
lesa kot vezavno domeno, Se v fazi klinicnih preskusan;
(29-31). Kljub temu predstavljajo nanotelesa obetavno al-
ternativo, saj jih je v primerjavi z monoklonskimi protitelesi
laZje genetsko spreminjati in proizvajati v razli¢nih celi¢nih
sistemih (18).

Poleg terapije CAR-T razvijajo konjugate protitelo-zdravilo,
pri katerih je monoklonsko protitelo povezano s citotoksi-
¢no ucinkovino, delovanje pa je usmerjeno proti tarénim
celicam. V novejsih pristopih monoklonska protitelesa na-
domescajo nanotelesa, kar tvori konjugat nanotelo-zdravilo.
Zaradi svoje manjSe velikosti imajo konjugati nanotelo-
zdravilo potencial za lazji prehod skozi krvno-mozgansko
pregrado ter za ucCinkovitejSe prodiranje v Cvrste tumorie,
kar je bilo Ze pokazano pri tar¢i HER-2 (32).

5.2 NANOTELESA PROTI
AVTOIMUNSKIM BOLEZNIM

LLuskavica je kroni¢na vnetna avtoimunska bolezen, za ka-
tero je znacilno nenadzorovano razmnozevanije keratinoci-
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Slika 4: Shematski prikaz biosenzorja: Biosenzor je sestavijen iz polimernega polprevodnika, elektrode in plasti imobiliziranih nanoteles, ki
delujejo kot bioreceptorji. Analit je prisoten v raztopini nad senzorsko povrsino. Vezava tar¢e povzroCi spremembo elektricnega potenciala na
elektrodi, ki se zazna v obliki elektricnega toka preko polprevodnika. Povzeto po (22). Slika je narejena s pomodjo programa Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 4: The biosensor consists of a polymer semiconductor, an electrode, and a layer of immobilized nanobodies that function as
bioreceptors. The analyte is present in a solution above the sensor surface. Target binding induces a change in the electrical potential at the
electrode, which is detected as a change in electrical current through the semiconductor. Adapted from (22). Created in Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.
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tov ter prekomerna aktivacija osi Th17/interlevkin 17 (IL-17),
v kateri imata IL-17A in IL-17F osrednjo viogo (33). Nano-
telesa se lahko uporabijo za ciljanje razli¢nih signalnih poti,
med drugim imunskih signalnih poti. Sonelokimab je na-
notelo, ki deluje proti IL17A, IL17F in CloveSkim serumskim
albuminom ter je uspesno prestalo fazo llb klini¢nih pre-
skuanj za zdravljenje luskavice, pri Cemer je pokazalo
76% odziv v primerjavi s skupino s placebom (33, 34).
Trenutno poteka kliniéno preskusanje faze tri s soneloki-
mabom za zdravljenje hude oblike kroni¢ne vnetne kozne
bolezni hidradenitis suppurativa, ki prizadane lasne meSicke
(85). Poleg tega razvijajo druga nanotelesa, ki bi lahko
zdravila druge avtoimunske bolezni (18). Raziskovalci so
uspesno razvili nanotelo, usmerjeno proti IL23 in pokazali
njegovo nevtralizacijsko aktivnost (36). To nanotelo bi lahko
uporabili pri boleznih, kjer ima pomembno viogo IL23, kot
so revmatoidni artritis, Crohnova bolezen in psoriaza (37).
Podobno razvijajo nanotelesa, ki ciljgjo oznaCevalce na
monocitih in granulocitih (38). Poleg tega raziskujejo upo-
rabo nanoteles na osnovi tehnologije MRNA. V tem pri-
stopu lipidni nanodelci vsebujejo mMRNA, ki kodira zapis za
nanotelo proti citokinu, timusni stromalni limfopoetin (angl.
thymic stromal lymphopoietin; TSLP), skupaj s sinteticnim
glukokortikoidom budezonidom, kar predstavlja poten-
cialno terapijo za astmo, odporno na klasi¢no zdravljenje.

V misjih modelih je ta terapija pokazala zmanjSano bron-
hialno hiperodzivnost in vnetje v dihalnih poteh (39).

5.3 NANOTELESA PROTI INFEKCIJSKIM
BOLEZNIM

Trenutno je zdravljenje virusnih obolenj zelo omejeno v
primerjavi z zdravljenjem bakterijskih okuzb. Zato razisku-
jejo razlicne eksperimentalne nacine zdravljenja, med dru-
gim uporabo protiteles in nanoteles. Specificna nanotelesa
so razvili proti respiratornemu sincicijskemu virusu (RSV),
virusu SARS-CoV-2, citomegalovirusu, virusu Cloveske
imunske pomanjkljivosti (HIV), virusu herpes simplex (HSV)
ter virusu influence A (40). V drugi fazi klinicnih preskusanj
so bila zakljuCena preskuSanja uporabe nanoteles za
zdravljenje okuzb z RSV, Campylobacter in rotavirusu (40).
Bakterije postajajo vse bolj odporne na antibiotike, zato
potekajo raziskave tudi v tej smeri, saj je neucCinkovitost
nekaterih antibiotikov postala velik zdravstveni problem
(18). Razvili so specificno nanotelo proti toksinu Siga in
intiminu E. coli Shiga, ki sinergisti¢no inhibira gastroente-
ritis z inhibicijo tako virulence kot adhezije (41). Razvili so
tudi zunajcelicne vezikle rdecih krvnih celic, ki izrazajo
nanotelo proti nevrotoksinu A in kazejo nevtralizacijsko
aktivnost in vivo ter zagotavljajo zascCito proti 10.000x
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Slika 5: Graf prikazuje Stevilo klinicnih preskusanj z nanotelesi v obdobju od 2006-2025, ki so razvrs¢ene glede na leto zacetka preskusanja.
V analizo so bila vklju¢ena vsa registrirana preskusanja (zakljucena, aktivna in nacrtovana) (50).

Figure 5: The graph shows the number of clinical studies on nanobodies in the period from 2006 to 2025, classified according to the year
when the study began. All registered studies (completed, active, and recruiting) were included in the analysis (50).
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smrtni dozi nevrotoksina A iz bakterije Clostridium botu-
linum (42). Raziskovali so tudi uporabo nanotelesa kot
diagnosti¢nega sredstva pri zaznavi stafilokoknega ente-
rotoksina B (SEB), kjer so nanotelo konjugirali s SpyTag,
tak konstrukt je lahko zaznal SEB z veliko analizno ob-
Sutljivostjo (43).

5.4 NANOTELESA PROTI TOKSINOM IN
STRUPOM

Nanotelesa kazejo potencial pri nevtralizaciji strupov kac
in Skorpijonov. Razvili so ve¢ razli¢nih nanoteles, ki nevtra-
lizirajo toksine Skorpijona Androctonus australis hector
(Aah) ter kacje toksine a-kobratoksina kace Naja kouthia,
kot tudi razlicna nanotelesa proti strupu kace Bothrops
atrox (4). Nedavno so Ahmadi in sod. razvili rekombinantni
protistrup na osnovi oligoklonalne meSanice nanoteles, ki
omogoc¢a Sirokospektralno nevtralizacijo strupov kober,
mamb in rinkhalsov. Protistrup se je izkazal za u€inkovitej-
Sega od trenutno uporabljenih protistrupov iz plazme (44).
Vsi opisani pristopi so bili do sedaj preucevani predvsem v
predklinicnih modelih in Se niso del standardnega zdra-
vljenja zastrupitev pri ljudeh.

5.5 NANOTELESA, ODOBRENA ZA
ZDRAVLJENJE

Prvo nanotelo, ki ga je leta 2018 odobrila Evropska agencija
za zdravila (EMA), je bil kaplacizumab. To je bivalentno
nanotelo proti von Willebrandovemu faktorju, ki se uporablja
za zdravljenje pridobliene tromboti¢ne trombocitopenicne
purpure (angl. thrombotic thrombocytopenic purpura; TTP).
Do leta 2024 so bila s strani regulatornih agencij odobrena
Stiri nanotelesa (6). Po uspehu kaplacizumaba je bil
leta 2022 na Japonskem odobren ozoralizumab za zdra-
vljenje revmatoidnega artritisa. Ozoralizumab je trivalentno
nanotelo, sestavljeno iz dveh humaniziranih nanoteles proti
dejavniku tumorske nekroze alfa (TNF-q) in enega nanote-
lesa proti SloveSkemu serumskemu albuminu (45). V istem
letu je bilo na Kitajskem odobreno nanotelo envafolimab,
usmerjeno proti ligandu receptorja programirane celicne
smrti 1, ki se uporablja za zdravijenje razlicnih Cvrstih tu-
morjev in kroni¢nega hepatitisa B, v ZDA tudi za sarkome
mehkih tkiv in raka Zol¢evodov. Envafolimab je sestavljen
iz nanotelesa proti receptorju programirane celi¢ne smrti
1, ki je z linkerjem povezan z regijo Fc IgG1 (46). Vsa tri
omenjena nanotelesa se aplicirajo subkutano, kar omogo-
¢ajo lastnosti nanoteles, kot so majhna velikost in boljSe

prehajanje v tkiva (47). Poleg njih je bilo leta 2022 odobren
kiltakabtagen avtolevcel, zdravilo za napredno zdravljenje
na osnovi celic CAR-T, ki temelji na nanotelesu proti anti-
genu B-celi¢nega dozorevanja (angl. B-cell maturation an-
tigen; BCMA) in se uporablja za zdravljenje ponovnega ali
refraktarnega multiplega mieloma (48).

Za ze odobrena nanotelesa trenutno poteka vec¢ klini¢nih
preskusanj v fazah 1-3 (49). Kot prikazuje slika 5, se je Stevilo
klinicnih preskusanj z nanotelesi zacelo bistveno povecevati
po letu 2018 z vrhom leta 2022, ko je bilo registriranih ve¢
kot 42 novih preskusanj. Po tem vrhu se je Stevilo novih pre-
skuSanj nekoliko zmanjSalo, kar je verjetno posledica zasi-
Cenosti doloCenih terapevtskih podrocij in Casovnih zamikov
pri registracijah. Kljub temu Stevilo novih Klinicnih preskusan;
ostaja bistveno visje kot pred letom 2018, kar potrjuje, da
nanotelesa postajajo vse pomembnejse ucinkovine (50).

SKLEP

Nanotelesa pridobivajo vse vecjo viogo v medicini, saj za-
radi majhne velikosti, visoke specificnosti in uc¢inkovitega
prehajanja v tkiva, predstavijajo obetavno alternativo mono-
klonskim protitelesom. Stevilo kliniénih preskusanj naraséa,
predvsem za diagnosticno slikanje s PET/CT ter za zdra-
vlienje raka, avtoimunskih in infekcijskih bolezni. S strani
regulatornih organov odobrena nanotelesa, kot so kapla-
cizumab, ozoralizumab in envafolimab, se uporabljajo kot
subkutane injekcije, saj ucinkoviteje prodirajo v tkiva. Zdra-
vilo za napredno zdravljenje na osnovi celic CAR-T, ki
temelji na nanotelesu, kiltakabtagen avtolevcel, pa se apli-
cira intravenozno. Nanotelesa dopolnjujejo obstojece te-
rapije in omogocajo razvoj bolj personaliziranih pristopov,
kar se odraza v naraSCajocem Stevilu Klini¢nih preskusanj,
ki kazejo na njihov velik potencial in vse vecji interes v aka-
demskem ter industrijskem prostoru.
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pri zasnovi preskusanija, zbiranju in analizi podatkov, odlo-
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