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1. Uvod

Monoklonalni protilatky pro humanni pouziti jsou
biolégiva'* charakteru imunoglobulinu nebo fragmentu
imunoglobulinu s definovanou specifitou, produkované
jednim klonem bunék™®. Vazi se specificky na konkrétni
proteiny, pusobici jako antigeny, tzv. epitopy’. Tato pepti-
dova 1é¢iva maji znacné propracované nazvoslovi. Charak-
teristicka je pro né koncovka -mab z angl. monoclonal
antibody (monoklonalni protilatka). Koncovce predchazi
kmen dle zdrojového organismu, tj. toho, z néhoZ pochéze-
ji geny, které byly pouzity k ptepisu peptidickych fetézca
protilatky. MozZnosti jsou nasledujici: a — potkan, axo —
potkani — mysi hybrid, e — kiecek, i — primat, o — mys, u —
¢lovek, xi — chimérni, zu — humanizovany. Jak chimérni,
tak i humanizované protilatky obsahuji stiidajici se lidské
a zvifeci sekvence. Rozdil mezi nimi je definovan tak, ze
u chimérni protilatky jsou celé variabilni domény tézkych
a lehkych fetézci lidské protilatky nahrazeny doménami
nehumannimi, jez jsou nositeli pozadované antigenni spe-
cifity, zatimco humanizovand protildtka mé 3 kratké hy-
pervariabilni sekvence (oblasti podmifujici komplementa-
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ritu) z nehumannich variabilnich domén v kazdém fetézci
uméle vlozeny do variabilni domény lidské protilatky™®.
Tomuto kmenu predchazi predkmen dle cilové tkané, sys-
tému ¢i organismu, kde ma ptisobit. Pfedkmen -b(a)- znaci
latky piasobici na bakterie, -c(i)- v kardiovaskularnim sys-
tému, -f(u)- na houbova onemocnéni, -k(i)- na interkeuki-
ny, -1(i)- zna¢i imunomodulaéni pisobeni, -n(e)- v nervo-
vém systému, tento piedkmen je vSak zatim jeste¢ predme-
tem diskuse, pfedkmen -s(0)- znaci plisobeni na kost, -tox
(a)- na toxiny, -t(u)- na nadory a -v(i)- na virové infekce.
Zpravidla se pouziva jediné pismeno (souhldska). Zacina-1i
vSak kmen na souhlasku (napft. x nebo z), doplni se ptidat-
n4 samohlaska, aby se pfedeslo problémiim s vyslovnosti.
Predponu, kterou nazev zacina, je mozno volit libovolné,
musi vSak pfispivat k dobré vyslovitelnosti ndzvu a jeho
dostate¢né odlisnosti od nazvi jinych 1&¢iv®. Prvni mono-
klonalni protilatkou, zavedenou do terapeutické praxe, byl
muromonab (Orthoclone OKT3®), mysi protilatka proti
antigenu CD3 (viz nize), uzivana donedavna pro lécbu
odmitnuti transplantovaného organu u pacientd s trans-
plantovanou ledvinou, srdcem nebo jatry. Registrovan
v USA byl jiz r. 1986 a jeho uzivani vedlo k dramatickému
poklesu poctu odmitnuti transplantovanych orgéani. Po-
stupné byl vytlaéen monoklonalnimi protilatkami s niz§im
vyskytem nezadoucich ucinkt (basiliximab, alemtuzumab)
a stazen ze svétového trhu r. 2009 (cit.”).

2. Monoklonalni protilatky k 1é¢bé nadorovych
onemocnéni

Bevacizumab (Avastin®) je humanizovana mys$i mo-
noklonalni protilatka ptisobici jako inhibitor angiogeneze
¢i neovaskularizace, tj. novotvorby cév nebo cévam po-
dobnych ttvartt v nadoru. Kmen -ci- v jejim nazvu odka-
zuje praveé na fungovani 1é¢iva v ,cirkulaénim® systému,
i kdyZz bychom zde océekavali spise -t(u)-. Obdobné pojeti
nazvu se uplatiluje i u dalsich monoklonalnich protilatek
inhibujicich neovaskularizaci. Zasobeni krvi je pro nadory
stejné dilezité jako pro jiné tkang, bez néj se rist zastavuje
a nador odumird. Novotvorba cév u dospé€lych jedinci
probiha jen u nddorovych onemocnéni nebo jinych patolo-
gickych stavii (napt. diabeticka retinopatie), proto je inhi-
bice angiogeneze velmi vhodnym mechanismem 1éCby
nadort a lé¢iva takto pisobici maji Sanci nijak neposkozo-
vat zdravé tkané. Bevacizumab je protilatka typu imuno-
globulinu G, cilend pfimo proti vaskuldrnimu endotelidlni-
mu rustovému faktoru (VEGF). VEGF je pro-angiogenni
faktor, vaze se na dva podtypy receptoru oznacované jako
VEGFR-1 (Flt-1) a VEGFR-2 (Flk-1/KDR), ¢imz aktivuje
receptorovou tyrosinkinasu (RTK) a indukuje angiogenezi.
VEGF a jeho receptory jsou ¢asto nadexprimovany u na-
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dord, proto byla angiogeneze navrzena jako cil zasahu
protinadorové terapie jiz v 70. letech. ReceptorVEGFR-2
je selektivné exprimovan na nadorovych endotelialnich
bunkach, jez jsou soucasné v pfimém kontaktu s krvi, ¢imz
pfedstavuje slibny terapeuticky cil, protoze lé€ivo je
schopno se k nému krvi dostat. Protilatky proti izoformé
Flk-1 in vitro antagonizovaly vazbu VEGF na receptor,
prenos signalu prosttednictvim VEGFR-2 a VEGF induko-
vany rist endotelidlnich bun€k, coz pfineslo opravnéna
ocekavani antiangiogenni, antitumorové a antimetastatické
aktivity'®. Bevacizumab byl r. 2004 povolen v USA jako
1é¢ivo metastazujiciho kolorektalniho karcinomu v kombi-
naci s fluorouracilem; pozd¢ji i proti nemalobunéénému
plicnimu karcinomu (2006). V EU je v kombinaci s pakli-
taxelem lé¢ivem prvni volby u metastazujiciho nadoru
prsu a v piipadech, kdy se 1é¢ba jinou moznou chemotera-
pii vcetné samotnych anthracyklini a taxanti nepovazuje
za vhodnou, se kombinuje s kapecitabinem''. V EU je
ptipravek registrovan rovnéz od r. 2004. V USA bylo pou-
ziti k 16¢b& nadort prsu zruseno v r. 2010 (cit.'?). Uéin-
nost, samostatné nebo v kombinacich, byla prokizana
iufady dal$ich nadorti véetné neuroendokrinnich (nadory
vychazejici z nervového a hormonalniho systému mohou
byt funkeni (sekrecni) nebo nefunkeni, funkeni se obvykle
symptomaticky 1é¢i analogy somatostatinu; v metastazuji-
cim stadiu patn& odpovidaji na chemoterapii'). Pfipravu-
je se rekombinantné na ovarialnich bunkach Ccinskych
kiecki. Podava se v nitrozilni infuzi''. Ve 2.-3. fizi klinic-
kého zkouseni je ramucirumab (IMC-1121B), protilatka
proti receptoru VEGFR-2. Je testovan ve 3. fdzi na nador
prsu, zaludku, adenokarcinom gastroesofagealni spojky,
nador jater a metastazujici kolorektilni karcinom a ve
2. fazi na nékolik dalSich nadord. Funguje samoziejmé
rovnéz jako inhibitor angiogeneze'*. Trastuzumab
(Herceptin®) je klinicky vyuZzivand chimérni humanni-
mysi monoklonalni protilatka proti receptoru podtypu
HER-2, patficiho do rodiny receptord epidermalniho rdsto-
vého faktoru (EGFR/HER). Signalni mechanismy EGFR
se Ucastni fizeni prezivani bunék, vyvojového cyklu bun-
ky, angiogeneze, pohybu bunék a bunécné invaze ¢ili me-
tastazovani. Rodina EGFR/HER obsahuje 4 strukturné
velmi podobné receptory: EGFR/HER-1, HER-2, HER-3
a HER-4. Jde o transmembranové glykoproteiny obsahuji-
ci doménu, u EGFR, HER-3 a HER-4 vazici extracelularni
ligand, a intracelularni receptorovou tyrosinkinasovou
(RTK) doménu. Jejich nadexprese nebo konstitutivni akti-
vace muze spustit nadorovy proces vcetné angiogeneze
a metastazovani. Takto vzniklé lidské nadory mnoha typa
maji Spatnou prognézu. Receptor HER-2 nevaze zadné
znamé ligandy, ale je aktivovan heterodimerizaci s ostatni-
mi ¢leny rodiny EGFR. Ackoliv ligandy pro EGFR,
HER-2, HER-3 a HER-4 byly vSechny detegovany napf.
u nadoru prsu, HER-2 a EGFR se ukazaly byt nejslibné;jsi-
mi terapeutickymi cily. V ranych klinickych studiich 1écby
metastazujictho naddoru prsu na samotny trastuzumab pozi-
tivné reagovalo 26 % HER-2 pozitivnich nemocnych
a 35 % nemocnych, u nichz byla imunohistochemicky
nalezena nadexprese HER-2. Kombinace s konvencnimi
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chemoterapeutiky toto procento zvysila az na 50 % a pro-
dlouzila stiedni délku prezivani z 20,3 mésice na 25,1 me-
sice’®. Pro 16&bu nadoru prsu byl trastuzumab schvalen
FDA (USA) vroce 1998 a EMA (EU) r. 2000 jako vibec
prvni protinddorova monoklonalni protilatka. Podava se po
pfedchozim zjiSténi HER-2 pozitivity pacienta. Vyrabi se
rekombinantné na kulturdch bunck ovarii cinského
kietka'®. Cetuximab (Erbitux®), uzivany v terapii od
r. 2004, je chimérni humanni-mysi monoklonalni protilat-
ka typu IgG; o M; asi 170 000, cilend proti receptoru
EGFR/HER-1. Aktivace tohoto receptoru vede mj. k akti-
vaci tzv. KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene
homologue). Jedna se o kratky peptid, vazici GTP, jenz se
Ucastni transdukce signdlu v buiice a stimuluje fadu dal-
Sich intracelularnich proteindi, coz vyvolava proliferaci,
prezivani bun¢k (potlaceni apoptdzy) a angiogenezi. Nado-
ry mohou obsahovat i mutantni formy KRAS, jez jsou na
EGFR nezavislé. Z toho diivodu se pfed nasazenim protila-
tek proti EGFR/HER-1 imunochemicky prokazuje pfitom-
nost ,,divokého*, na EGFR zavislého typu KRAS. Afinita
vazby cetuximabu na EGFR receptor je pfiblizné 5 az
10krat vyssi nez u endogennich ligandd. Cetuximab bloku-
je vazbu endogennich ligandt EGFR receptoru, coz ma za
nasledek inhibici funkce receptoru. Cetuximab byl schva-
len FDA i EMA k terapii metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu, exprimujiciho EGFR'*'.  Panitumumab
(Vectibix®) je plné¢ humanni protilatka typu IgG, rovnéz
proti EGFR/HER-1. Uziva se k 1é¢bé metastazujiciho ko-
lorektalniho karcinomu'*. Rovnéz prakticky uZzivany ritu-
ximab (MabThera®, Rituxan ®) je chimérni mysi mono-
klonalni protilatka typu IgG; proti molekule CD20. M,
rituximabu je 144 187. Jde o dimer slozeny z y- a k-fetézce
spojenych disulfidickym mistkem'®. CD20 je transmem-
brandzni neglykosylovany fosfoprotein o M; asi 33 000 az
37 000 exprimovany na povrchu B lymfocyti od stadia
pre-B az po zralé B lymfocyty, vcetné aktivovanych
a pamétovych B-bunék, a na nddorovych B buinikidch. Ne-
vyskytuje se v§ak na normalnich plazmatickych B lymfo-
cytech. Nadorové B buriky se tvoii pii chronické lymfocy-
tarni leukémii (CLL; obecné je spojovana s niz§i mirou
genové exprese povrchové molekuly CD20) a pii non-
Hodgkinskych lymfomech, coz jsou tumory, u kterych je
ve vice nez v 90 % piipadii genova exprese povrchové
molekuly CD20 vysoka". Molekuly CD20 se neodluduji
od bunécného povrchu ani nejsou po navazani protilatky
internalizovany, tj. vnofeny dovniti buniky. Rituximab se
uziva predevS§im k 1é€bé CLL, coz je nejcastéjsi forma
leukémie na zapadni polokouli, a téz v1écbé non-
Hodgkinskych lymfomt v kombinaci s jinymi antineoplas-
tiky (fludarabin, cyklofosfamid aj.) nebo i samostatn&®.
Osvédcil se a v USA byl schvédlen i pro terapii stfedné
tézké az tézké reumatoidni atritidy v piipadech, kdy neza-
biraji anti-TNF lé&iva (srv. nize)*'. V EU i USA uzivany
ofatumumab (Arzerra®) je lidsk4 monoklonalni protilatka
typu IgG, ktera se specificky vaze na urcité epitopy zahr-
nujici jak malé, tak velké extraceluldrni klicky molekuly
CD20.Vazba ofatumumabu na proximalni membranovy
epitop molekuly CD20 indukuje ndbor a aktivaci metabo-
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lické cesty komplementu na povrchu buiky, kterd vede k
cytotoxicité zavislé na komplementu a nasledné 1yze nado-
rovych bunék. Je prokazano, ze ofatumumab zplisobuje
vyznamnou lyzu bun¢k s vysokou hladinou exprese
ochrannych molekul komplementu. Ofatumumab rovnéz
vykazoval indukci lyzy bunék s vysokou i nizkou expresi
CD20, a bunék rezistentnich na rituximab. Navic vazba
ofatumumabu umoznila ndbor NK bun¢k (natural killers,
podtiida lymfocyti typu T), které umoznuji navozeni bu-
nécné smrti prostfednictvim buikami zprostiedkované na
protilatkach zavislé cytotoxicity. Pfipravuje se rekombi-
nantné na bunécnych kulturach z geneticky modifikova-
nych mySich bunc¢k. Pouzivd se k 1é¢bé CLL a non-
Hodgkinskych lymfomi samostatné nebo v kombinacich®.
Ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) je rovnéz prakticky uzi-
vanou protilatkou proti antigenu CD20. Jedna se o mysi
monoklonalni protilatku, konjugovanou chelatem radio-
aktivniho *°Y. Jde vlastné o radioterapeutikum, které je
diky konjugaci se specifickou protilatkou cilené distribuo-
vano do nadoru (takovych 1€¢iv je v terapii a ve vyzkumu
vice, limitovany rozsah ¢lanku vSak neumoziiuje zabyvat
se jimi podrobngji). Zevalin je urcen k 1é¢bé CD20 pozi-
tivniho folikularniho B non-Hodgkinského lymfomu®.
K terapii leukémii se prakticky uZiva také alemtuzumab
(Mabcampath®), ktery vSak piisobi zcela odlisnym mecha-
nismem. Jedna se o humanizovanou protilatku typu IgG,
proti antigenu CDS52. Alemtuzumab byl vytvoren vclené-
nim Sesti oblasti podmifujicich komplementaritu
(hypervariabilni sekvence), pochazejicich z potkani mono-
klonalni protilatky typu IgGa,, do molekuly lidského imu-
noglobulinu IgG,. CDS52 je glykoprotein o pouhych
12 aminokyselinovych zbytcich v sekvenci, diky rozsahlé-
mu sacharidovému seskupeni pfipojenému na Asn3 vSak
dosahuje M; 21 000-28 000. Zbytky kyseliny neuraminové
(sialové) na koncich sacharidovych fetézcti udéluji glyko-
peptidu zdporny ndboj. Na C-konci ma pak glykosylfos-
fatidylinositolovou lipidickou kotvu, kterou je pfipojen
k vnéjsi stran€ bunééné membrany. CD52 je vysoce expri-
movan na memranovych lipidovych raftech vSech lymfo-
cyti B a T ve vétsiné stadii jejich diferenciace (kromé
plazmatickych buné¢k), dale je maji makrofagy, eosinofily,
prirozené zabijecCe a dendritické buiiky. Tento antigen byl
nalezen téz na malém procentu (< 5 %) granulocytd, ale ne
na erytrocytech nebo krevnich destickach. Vyskytuje se
také v nékterych buiikdch muzského pohlavniho Wstroji.
Fyziologické funkce CD52 nejsou jesté zcela objasnény, je
vSak znamo, Ze zpasobuje 1yzu hlavné lymfocyti vazbou
na CD52 zejména tam, kde je CD52 vysoce exprimovan.
Tato lyza je patrné zprostfedkovana fixaci komplementu
a protilatkové podminénou cytotoxicitou. Alemtuzumab je
vyhrazen pro 1é¢bu pacientli s chronickou lymfocytickou
leukémii B-bunék (B-CLL), pro néz neni vhodna kombi-
novand chemoterapie obsahujici fludarabin®. Zatim ve
2. fazi klinického zkouseni je katumaxomab (Removab®),
trojfunk¢ni potkani-my$i hybridni monoklonalni protilatka
typu IgG, specificky cilena proti epitelialni bunécné ad-
hesni molekule (EpCAM) a proti antigenu CD3. Je produ-
kovana potkani-mysi bunécnou linii hybrid-hybridom.

466

Referat

EpCAM je povrchovy glykoprotein humdannich bun¢k,
exprimovany u nékterych ,normalnich®, zejména ale
u nadorovych bunck. Tento ,,pankarcinomaticky* antigen,
popsany jiz roku 1979, se vyskytuje napf. prakticky
u 100 % ovarialnich karcinomi rezistentnich na chemote-
rapii. Molekula CD3 je jednim z modulii pro pfenos signa-
lu exprimovanych na zralych T-buiikach. Jedna se o slozku
receptoru T-bunky. Tento receptor ma strukturu multimer-
niho komplexu a je umistén na povrchu buniky. Za normal-
nich okolnosti je zodpovédny za rozpoznani antigenu,
ktery je soucasti tzv. velkého komplexu histokompatibility
(MHC). Pokud se vsak ligand, jako je katumaxomab, na-
vaze na CD3, T-lymfocyt je stimulovan k provedeni svych
efektorovych funkci (uvolnéni cytokinii a/nebo cytotoxici-
ta). Protinddorova aktivita katumaxomabu byla prokédzana
jak in vitro, tak in vivo. Efektivni zabijeni bun¢k tumoru
zprostfedkované katumaxomabem in vitro bylo pozorova-
no u cilovych bun¢k s nizkou a vysokou expresi antigenu
EpCAM nezavisle na typu tumoru. Protinddorova aktivita
katumaxomabu byla potvrzena in vivo na modelu karcino-
mu ovaria mysi s narusenou imunitou, kde byl rozvoj
tumoru opozdén intraperitonealni 1é¢bou katumaxomabem
a lidskymi mononuklearnimi bunikami z periferni krve.
Katumaxomab je urcen k intraperitonealni 1é¢b& maligniho
ascitu u pacientd s EpCAM pozitivnimi karcinomy, kde
neglsi k dispozici standardni terapie nebo jiz neni dale uc¢in-
na~.

3. Monoklonilni protilatky proti autoimunit-
nim onemocnénim a proti odmitnuti
transplantovaného organu

Jako 1éky k terapii reumatoidni artritidy, zanétlivych
stievnich (ulcerativni kolitida, Crohnova choroba), lupén-
ky a dalSich zanétlivych onemocnéni, u nichz se predpo-
klada autoimunitni ethiologie, se vedle pomérné nepocetné
skupiny 1é¢iv charakteru malych molekul uzivaji protilatky
proti tumor-nekrotizujicimu faktoru o (tumour necrosis
factor o; TNF-a). TNF-a je znaméjsi a prostudovanéjsi
formou TNF (druhou je TNF-B, zvany téz lymfotoxin).
TNF-a je peptid slozeny ze 157 zbytkd aminokyselin.
Plsobi jako medidtor imunitnich procesti vcetné aktivace
makrofagl a proliferace T-lymfocyti. Dalsi jeho funkci,
od niz pochazi i jeho nazev, je cytotoxicky efekt, jenz se
projevuje u mnoha typd nadorovych bunék. TNF-a je ex-
primovan na aktivovanych makrofdzich a T-lymfocytech.
Stépenim jeho extracelularni domény proteasami se uvol-
fiuje rozpustny trimerni TNF-a.. Obé formy, membranova i
volna rozpustna, jsou schopny vazby na receptory (TNFR1
a TNFR2). Prostfednictvim vazby na TNFR je TNF-a
mediatorem apoptozy i zanétu a podili se téz na regulaci
imunitnich funkeci aktivaci nuklearniho faktoru kB (NF-«xB),
drah MAPK a signalnich drah bunécné smrti. Jako typicky
prozanétlivy cytokin hraje TNF-a vyznamnou roli v ochra-
né proti infekci a poranéni prostfednictvim normalnich
imunitnich odpovédi, avSak dlouhodobé zvysené hladiny
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TNF-a souviseji s patogenezi mnoha autoimunitnich
a zandtlivych onemocnéni*®. V novéjsi dobé se proto vy-
zkum souvisejici s TNF-a soustfed’uje daleko vice na jeho
ulohu pfi stimulaci zanétu, zejména u reumatoidni arthriti-
dy, ulcerativni kolitidy, Crohnovy nemoci, ankylézujici
spondylitidy (Casty typ revmatického onemocnéni obratll)
aj.”’. Predmétem zajmu jsou latky blokujici G¢inky TNF-a,
na prvnim misté¢ monoklonalni protilatky proti nému. Tyto
protilatky maji cilené pisobit proti nadmérmym hladinam
TNF-a v synovialni tekutin¢ kloubt, ve stfevni mukoze
apod. a pfinést pacientim, trpicim pfislusSnymi autoimunit-
nimi zanétlivymi chorobami, ulevu. Latky dale uvedené
v této podkapitole jsou vSechny prakticky uzivany k 1écbe.
Infliximab (Remicade®) je mySi/humanni chiméra, kde
jsou variabilni oblasti mysi protilatky napojeny na kon-
stantni oblasti lidského IgG,. Podava se nitrozilné kazdych
6-8 tydnl. ProtoZe se jedna o protilatku chimérni, dochazi
k tvorbé protilatek proti nému castéji, nez u humannich
protilatek uvedenych nize. Tyto protilatky, fazené do sku-
piny HACA (humanni protichimérni protilatky; human
anti-chimeric antibodies), jsou Casto schopny infliximab
neutralizovat, a tak snizit nebo zcela eliminovat jeho ucin-
nost*®. Adalimumab (Humira®) je rekombinantni huméanni
protilatka typu IgG; o M, asi 148 000, vyrabéna na kultufe
bunék ovarii ¢inského kiecka. Je indikovana k 16¢bé& poly-
artikularni juvenilni idiopatické artritidy, v podstaté jedné
z forem rheumatoidni arthritidy, vyskytujici se u déti
a mladistvych®’, v kombinaci s methothrexatem. Podéva se
injek¢éné jednou za dva tydny. Protoze latky, pisobici proti
TNF, zhorSuji obranyschopnost organismu vii¢i infekcim,
je tieba pred zacatkem terapie vyloucit pfitomnost alespon
téch zavaznych, u tohoto lé¢iva konkrétng tuberkulozy™'.
Golimumab (Simponi®) je rekombinantni humanni proti-
latka typu IgG, vyrdbénd mySi hybridomovou bunécnou
kulturou. Jeji M, je asi 150 000 a vyskytuje se v fadé¢ rizné
glykosylovanych forem. V roce 2009 bylo povoleno jeho
uzivani k 1é¢bé reumatoidni artritidy, psoriatické artritidy
(,,kloubni forma“ lupénky) a ankylozujici spondylitidy
v USA, Kanad¢ i EU. Podava se subkutanné jednou mésic-
né¢ pomoci specialniho pfedplnéného pera a aplikaci zvlad-
ne pacient sam po piedchozim zacviku®*%. Certolizumab
pegol (Cimzia®, pivodné CDP870) je rekombinantni,
humanizovany Fab’ fragment protilatky proti TNF (4.
fragment protilatky, obsahujici domény nezbytné pro vaz-
bu na antigen, ne viak &ast interagujici s efektorem’), kon-
jugovany s polyoxoethylenovym (PEG) fetézcem o M; asi
40 000. M, proteinové Casti je pak 47 696. Je to zatim jedi-
né klinicky uzivand pegylovand monoklondlni protilatka,
uréena k 16€b¢ zanétlivych onemocnéni. Oblasti podmiriu-
jici komplementaritu (hypervariabilni oblasti) z my$i proti-
latky byly vlozeny do ramce fragmentu Fab’ lidského IgG,
spolu s nékolika dal$imi zbytky variabilni domény, jez
byly nezbytné pro zajisténi afinity. Nasledna pegylace je
mistné specifickd, PEG fetézec je navdzan na atom siry
thiolové skupiny Cys adici N-[m-(2-hydroxyethyl)
polyoxoethylenylmaleinimidu na tuto SH skupinu, a tedy
je ve vysledku pfipojen pomoci sukcinimidového
,.;mustku“ s PEG fetézcem na dusiku 1 a sulfidovou sirou
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v pol. 3 (cit.’®). Proteinové ¢ast je vyrabéna rekombinantné
na Escherichia coli. Certolizumab pegol se vaze na obé
formy TNF-a a neutralizuje je. Nésledné inhibuje signélni
cesty pies receptory p55 a p75, coz bylo prokazano in vit-
ro'. Piipojeni PEG fetézce prodlouzilo elimina¢ni polocas
priblizn€ na dva tydny, takze staci 1éCivo podavat jen kaz-
dé 2—4 tydny. Podava se intravendzné, nebo 1épe subku-
tann€. Pegylace téz patrné prispiva k prednostni distribuci
latky do zénétlivych tkéni, coz bylo pozorovéano na zvite-
cich modelech. Certolizumab pegol postrada F. ¢ast, takze
nevyvolava komplementem ani buitkami zprostfedkova-
nou cytotoxicitu. Rovnéz neni neutralizovan kiiZzovou re-
akei s protilatkami proti infliximabu®’. Lé&ivo je schvaleno
reumatoidni arthritidy, v USA a Svycarsku téZ pro terapii
Crohnovy nemoci. Dle provedenych klinickych studii
3. faze 1éCivo samotné nebo v kombinaci s methothrexa-
tem pfinasi pacientim vyznamnou ulevu jiz v prvnim tyd-
nu lécby; v piipadé zminéné kombinace vyznamné veétsi
ne? methothexat kombinovany s placebem®. Sadu ,,anti-
TNF* 1é¢iv doplituje etanercept (Enbrel®), coz neni mono-
klonalni protilatka jako takova, ale rozpustny dimerni faz-
ni protein, v némz je ¢ast humanni p75 TNF receptor, ob-
sahujici vazebné misto pro TNF-a, napojena na Fc (t].
efektorovy) fragment humanniho IgG,. Toto biolécivo se
vSak spolu s dal§imi modifikovanymi receptorovymi mole-
kulami, uzivanymi k 1é¢bé autoimunitnich nemoci, jiz
vymykéd zaméfeni tohoto ¢lanku. Kanakinumab (ACZS88S5,
Ilaris® je plné¢ humanni monoklonalni protilatka cilena,
jak pfedkmen -ki- naznacuje, proti interleukinim (IL),
konkrétné tato proti inteleukinu 1B (IL-1p). Kanakinumab
je vyrabén rekombinantni DNA technologii v mySich hyb-
ridomech Sp2/0. Jeho mechanismus G¢inku je zalozen na
potlaceni signalizace IL-1f3, coz vede k potlaceni zadnétu u
pacientd s autoimunitnimi nemocemi. IL-1J je prozanétli-
vy cytokin, jenz funguje jako medidtor periferni imunitni
odpovédi pii infekci a zanétu, ale hraje svou roli téz u au-
toimunitnich onemocnéni, diabetu, neurologickych one-
mocnéni a bolesti. Kanakinumab je schvalen v USA i EU
(prozatim) jako 1é¢ivo vzacnych autoimunitnich nemoci,
jez je mozno povazovat za projevy tzv. periodického syn-
dromu asociovaného s kryopyrinem (CAPS). Z tohoto
divodu bylo 1éCivo piavodné schvaleno FDA i EMA
v rezimu tzv. orphan drugs (tzv. 1é¢iv-sirotkl), coz zahrnu-
je mj. podporu jejich vyvoje z vefejnych zdroju i registraci
na zékladé mensiho mnozstvi klinickych dat, nez je obvyk-
1é. Latka je v klinickych testech na reumatoidni arthritidu,
juvenilni idiopatickou arthritidu, astma a diabetes™.
Ustekinumab (Stellara®) je pln¢ lidska IgG,, monoklonal-
ni protilatka proti IL-12 a IL-23. Je pfipravovana technolo-
gii rekombinantni DNA na bunééné kultufe mysiho myelo-
mu. Vaze se na protein p40, podjednotku, kterd je stejna
u obou zminénych cytokind. IL-12 a IL-23 jsou heterodi-
merické cytokiny, které jsou secernovany aktivovanymi
bunkami interagujicimi s antigenem, jako jsou makrofagy
a dendritické bunky. IL-12 a IL-23 se ucastni imunologic-
kych pochodt tim, Zze se podileji na aktivaci natural killer
(NK) bunék a diferenciaci a aktivaci lymfocyta T podtypu
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CD4+. Dysregulace IL-12 a IL-23 jsou spojeny s choroba-
mi, zprostfedkovanymi zménou imunity, jako je psoriaza.
Ustekinumab zabratiuje IL-12 a IL-23, aby se podilely na
aktivaci imunitnich bun¢k intracelularni signalizaci a sti-
mulaci sekrece dalSich cytokinl. Predpokladad se, Ze us-
tekinumab timto mechanismem pferusSuje signalizaci
a cytokinové kaskady, které jsou vyznamnou soucasti pa-
togeneze lupénky. Uziva se k 1é¢bé stredné tézké az tézké
lupénky tam, kde selhaly jiné prostiedky. Latka se podava
podkozni injekci, interval mezi prvnimi dvéma davkami je
4 tydny, dalsi se aplikuji vzdy po 12 tydnech®. Tocili-
zumab (RoActemra®) se rovnéZz zapojuje do inhibice za-
nétu zprostiedkovaného interleukiny. Jde o humanizova-
nou monoklonalni protilatku typu IgG; o M, 144 986 proti
lidskému receptoru interleukinu 6 (IL-6). Vyrabi se re-
kombinantni technologii na kultufe ovarialnich bunék ¢in-
ského kiecka. IL-6 je prozéanétlivy cytokin produkovany
ruznymi typy bunék véetné lymfocytd T a B, monocytl
a fibroblastli. IL-6 se ucastni mnoha fyziologickych proce-
su, jako je aktivace T-bungk, indukce sekrece imunoglobu-
lind, indukce syntézy jaternich proteint akutni faze a sti-
mulace hemopoézy. IL-6 se podili na patogenezi onemoc-
néni véetné zanétlivych onemocnéni, osteopordzy a nado-
r. Tocilizumab se vaze specificky jak na rozpustnou, tak
i membranovou ¢ast receptori IL-6 (sIL-6R a mlIL-6R).
Inhibuje pfenos signdlu zprostfedkovaného sIL-6R
amlL-6R. Tocilizumab je indikovan k 1é¢bé stiedné tézké
az t&zké reumatoidni arthritidy a juvenilni idiopatické ar-
thritidy, zpravidla v kombinaci s methothrexatem™. Basili-
ximab (Simulect®) je protilatka rovnéZ zapojena v inhibici
zanétu zprostfedkovaného interleukiny. Jde o rekombi-
nantni mySi/lidskou chimérni monoklonalni protilatku
proti a fetézci receptoru pro interleukin-2 (antigen CD25),
ktery se vyskytuje na povrchu T-lymfocytil jako odpovéd’
na antigenni podnét. LéCivo je vyrabéno na mysi myelo-
mové bunécné linii rekombinantni DNA technologii. Basi-
liximab se specificky vaze s vysokou afinitou na antigen
CD25 u aktivovanych T-lymfocytil s expresi vysoce afin-
nich receptord pro interleukin-2 (IL-2R). Timto zpsobem
je zabranéno navazani IL-2, coz je kriticky signal pro pro-
liferaci T-bun€k u bunétné imunitni odpovédi v procesu
odmitnuti transplantovaného organu. Uplna a trvala bloka-
da receptorti IL-2 je obykle do 4—6 tydnt po podani, pak,
béhem 1-2 tydnt, se tvorba antigenu CD25 vraci k hod-
notam pred terapii. Basiliximab neptisobi myelosupresi’®.
Basiliximab je registrovan jako 1é¢ivo k prevenci odmitnu-
ti transplantovanych organt, zejména ledvin a jater. Byly
do n¢j vkladany znacné nadéje jako do potencialniho 1€¢i-
va %17cerativni kolitidy, klinické zkouSeni je vSak nepotvr-
dilo”™".

4. Antibakterialni a protivirové monoklonalni
protilatky

Raxibacumab (Pending®) je humanni monoklonalni
protilatka, urena k boji se snéti slezinnou (anthraxem).
Tento imunoglobulin Gy;, (IgGy,) je cilen proti
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protektivnimu antigenu®, jenz je souasti anthraxového
toxinu. Byl uspés$né testovan na kralicich a Simpanzich
nakazenych vdechovanymi sporami Bacillus anthracis
a prosel Gspésné 3. fazi klinického zkouseni, byt netypicky
na zdravych dobrovolnicich. Slo o tzv. bezpe¢nostni stu-
die. Byla prokazana jeho G¢innost po vystaveni zkoumané-
ho subjektu anthraxovym spordm, a to i kdyZ bakteridlni
toxin byl jiz uvolnén do krve. Stal se soucasti strategic-
kych zasob civilni obrany USA (Strategic National Stock-
pile, SNS) pro ptipad bioterorismu®. Dal3i niZe uvedend
antiinfektiva zatim nepfekrocila hranice klinického zkou-
Seni. Tefibazumab (Aurexis®) je humanizovana monoklo-
nalni protilatka typu imunoglobulinu G, (IgG;), vyvinuta
jako 1écivo infekei zptisobenych odolnymi kmeny Staphy-
lococcus aureus. Vaze se na tzv. agregacni faktor A
(clumping factor A; CfA) exprimovany na povrchu mikro-
ba. CfA patfi mezi povrchové adhesiny bunky S. aureus
typu MSCRAMMSs (microbial surface components reco-
gnizing adhesive matrix molecules), u nichz byla prokaza-
na schopnost interagovat s vysokou afinitou a specifitou s
hostitelskymi tkanémi nebo i implantaty. CfA je adhesin
vazici se na fibrinogen, povazovany za primarni faktor
prispivajici k mikrobialni kolonizaci implantovanych ma-
teriald nebo poskozenych endotelidlnich povrchti. U tefib-
azumabu byla ukoncena 2. faze klinického testovani proti
stafylokokové bakteriémii a cystické fibroze kolonizované
zlatym stafylokokem®. Pagibaximab (BSYX-A110) je
chimérni monoklonalni protilatka proti stafylokokové lipo-
teichové kyseliné (LTA) — dulezité slozce bunécné stény
stafylokokil. LTA je zakotvena v buné¢né membréané lipo-
filnim koncem ,,liposacharidové kotvy* — jedna se o mole-
kulu glycerolu esterifikovanou dvéma zbytky del$i mastné
kyseliny, pfic¢emz tieti hydroxyl glycerolu je pfipojen na
disacharidovou jednotku ze dvou molekul glukosy, na niz
je dale navazana polymerni jednotka z molekul fosfatidyl-
glycerolu, esterifikovanych v pol. 2 D-Ala. Poc¢et mono-
mernich jednotek v fetézci se pohybuje mezi 18 a 50
(cit.*”). LTA inhibuje fagocytozu bakterii in vitro, indukuje
kaskadu cytokind a zda se byt nezbytna pro ptezivani sta-
fylokok, téZ napomaha priniku stafylokokd pies hemato-
encefalickou bariéru. Pagibaximab byl testovan v pouziti
jako prevence stafylokokové sepse u nedonosenych novo-
rozenct s velmi nizkou porodni vahou. Jeji ucinnost byla
ovéfena zaslepenou klinickou studii'*. Za zastupce protivi-
rovych monoklonalnich protilatek 1ze povazovat bavituxi-
mab (Tarvacin®). Jde o chimérni protilatku proti fos-
fatidylserinu navazanému na plazmaticky [,-glykoprotein
I. Fosfatidylserin (PS 1), lipidicka latka, v niz jsou prvni
a druhy hydroxyl glycerolu esterifikovany mastnymi acy-
ly, a na tfetim je pfes fragment kyseliny fosfore¢né nava-
zan Ser pres svij hydroxyl v poloze 3, je nejrozsifenéjsim
anionickym fosfolipidem bunéénych membran a je pfito-
men také na obalkach nebo i neobalenych virionech mno-
ha rGznych vird. PS je normalné¢ ulozen intracelularné,
u bunék zasazenych viry, kde probiha replikace, u samot-
nych viriontl a u nadort ale ,,tré¢i“ do extracelularniho pro-
storu, u vaskularizovanych nadort z luminalniho povrchu
endotelu dovnitt do lumen cévy. Toto anomalni chovani
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PS pravdépodobné souvisi se ztratami intracelularnich
Ca®" jonti, k nimZ u postizenych bun&k dochézi. Externali-
zace PS mize byt také prvnim pfiznakem pocinajici
apoptosy hostitelské buiiky. Bavituximab byl navrzen jako
lécivo hepatitidy C a HIV infekci a téZ naddorovych one-
mocnéni. Hlavnimi mechanismemy jeho u¢inku protiviro-
vého plisobeni se zdaji byt pfimé odstranéni virioni z krve
a protilatkou podminéna cytotoxicita pro virové buiiky®'.
Do nynéjSka probéhlo, nebo pravé probihd 15 klinickych
studii na jeho ucinky proti hepatitidé C a/nebo HIV infekci
a riznym nadortim (prsu, nemalobunéénému nadoru plic,
nadoru jater, prostaty, slinivky) v USA, Indii, Gruzii, na
Ukrajiné a v Rusku™®.

5. Zavér

Biolé¢iva zaznamendvaji v poslednich desetiletich
nebyvaly rozvoj. Na pomyslné Spici tohoto trendu se na-
chazeji pravé terapeutické monoklondlni protilatky. Od
roku 2007 se do klinického zkouSeni dostava kazdorocné
kolem 40 novych monoklonalnich protilatek. VétSina
z nich ovSem vSemi tfemi fazemi klinickych testt nepro-
jde, do z&véru schvalovaciho fizeni (nejcasteji u FDA nebo
EMA) postoupi roéné asi dvé& latky'®. Ostatni bud’ ziistava-
ji v klinickém zkouSeni, pfiCemz se pomérné Casto méni
onemocnéni, vii¢i némuz se ucinnost zkousi, nebo jsou
trvale ¢i doCasné€ opustény. Divody pro ukonceni klinické-
ho zkouSeni mohou byt ekonomicko-organiza¢niho razu;
vyvojem bioléciv v jeho prfedklinickych a ranych klinic-
kych fazich se totiz Casto zabyvaji mens$i firmy, které
v ptipad¢ uspéchu nabizeji licenci k prodeji velkym farma-
ceutickym spole¢nostem, dostatecné kapitalové silnym na
to, aby zabezpecCily klinické studie a registrani proces.
Nekdy je také biolécivo ziskano siln€jsi firmou akvizici
celé pivodni spolecnosti, ktera latku vyvijela. Ne vzdy se
oviem takovy proces podati. Cast&jsim divodem k zasta-
veni vyvoje byva ale bud’ nedostatecna (¢i neprokazana)
klinicka 0c¢innost, nebo neakceptovatelné nezadouci Géin-
ky, ptipadné oboji. Oboji téz souvisi s imunogenicitou:
proti monoklondlnim protildstkdm se totiz vytvareji
protilatky proti protilatkim®, které mohou ucinek téchto
terapeutik neutralizovat, a navic zptisobuji nezadouci t¢in-
ky, souvisejici s tvorbou cytokinl. Podle zdrojového orga-
nismu, z né¢hoz 1é€ivo pochézi, se takové protilatky ozna-
¢uji jako lidské protimysi (human anti-mouse antibodies,
HAMA), lidské protipotkani (human anti-rat antibodies,
HARA), lidské protichimérni (human anti-chimeric anti-
bodies, HACA), existuji ovSem i lidské protihumanni pro-
tilatky (human anti-human antibodies, HAHA). Cim vice
,»zvifeci® terapeutickd protilatka je, tim vyS$8i imunogenni
potencial 1ze predpokladat. Proto je vyvijeno stale vice
humannich a humanizovanych monoklonalnich protilatek
(MAD). Zatimco v 80. letech bylo 80 % vSech MAb v kli-
nickém vyvoji mysiho pivodu, po r. 2000 tento podil klesl
pod 7% (cit.*’). Evropsky ani esky lékopis s pouzitim
&isté zvitecich protilatek v 16¢b& lidi uz nepocitaji*®. Hu-
manizace vSak s sebou nese nejen snizeni nezadouci imu-

469

Referat

nogenicity, ale asto téz Ucinnosti, takze vyvstava oprav-
nénd obava, ze budou-li do ptedklinického a klinického
hodnoceni soustavné zafazovany pouze humanizované
a humanni formy, dojde k prehlédnuti mnoha nadéjnych
terapeutickych cila®.
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O. Farsa (Department of Chemical Drugs, Faculty of
Pharmacy, University of Veterinary and Pharmaceutical
Sciences, Brno): Therapeutic Monoclonal Antibodies in
Treatment and Development

This review is devoted to the therapeutic use of mo-
noclonal antibodies, which are probably the most im-
portant group of biological drugs. Their classification into
anti-tumour drugs, therapeutics for chronic inflammatory
diseases and anti-infectives, chemical structure and no-
menclature are given. The targets of the drugs, such as
growth factors, microbial surface and cell wall compo-
nents, various surface antigens of white blood cells, endo-
thelial cells, tumour necrosis factor and, last but not least,
interleukins and their receptors are discussed in detail. In
addition to compounds authorized and used in the current
treatment practice, also some important biological drugs at
any stage of clinical development are presented. Finally,
problems related to the formation of anti-drug antibodies
in the patient organism are also mentioned.



