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Jednou ze strategii v 1é¢bé onkologickych onemocnéni je pouziti monoklonalnich protilatek. Vyhodou této Ié¢by je zamé-
feni na cilovou strukturu a tim zamezeni poSkozeni zdravé okolni tkané. Terapeutickeé uziti protilatek bylo podminéno sni-
Zenim jejich imunogenicity, coz umoznila konstrukce humanizovanych protilatek. Kratky prehledovy ¢lanek rovnéz pfinasi
popis struktury a funkce imunoglobulind, jako i mechanizm{ cytotoxického ucinku monoklonalnich protilatek.

Soucasna onkologie vyuziva jak nekonjugované protilatky zaméfené proti cilovému proteinu (napf. rituximab, trastuzu-
mab, bevacizumab jako soucast rutinni terapeutické praxe), tak i konjugované systémy, z nichz nékteré jiz byly uspésné
vyzkous$eny v klinickych studiich (imunokonjugat BR96-doxorubicin, anti-disialogangliosid GD2/IL-2), jiné jsou predmétem
vyzkumu. Protilatky Ize dale konjugovat s efektorovymi slozkami (napf. toxiny, cytokiny, cytostatiky, radionuklidy) a pouzit
je jako transportni systém k cilové burice.

Klicova slova: monoklonalni protilatky, cilena Ié¢ba malignit, imunoterapie, imunoglobuliny, humanizované protilatky, kon-
jugované protilatky, imunotoxiny, imunocytokiny, radiokonjugaty.

THERAPEUTIC MONOCLONAL ANTIBODIES IN ONCOLOGY

One of the strategies in the treatment on oncological disease is the use of monoclonal antibodies. The advantage
of this therapy is arraying against a target structure thus avoiding the harm to healthy surrounding tissues. Therape-
utic use of antibodies is conditioned by the decrease of their immunogenicity, which was allowed by a construction
of humanised antibodies. Short review article brings also a description of structure and function of inmunoglobulins
and also mechanisms cytotoxic action of monoclonal antibodies. Contemporary oncology uses either unconjugated
antibodies against target protein (e. g. rituximab, trastuzumab, bavacizumab as a part of routine practice), or conjuga-
ted systems, of which some were already tested successfully in clinical studies (BR96-doxorubicine immunoconjuga-
te, anti-disialogangliosid GD2/IL-2), others are under investigation. Antibodies can be conjugated further with effector
compounds (e. g. toxins, cytokines, cytostatics, radionuclides) and can be used as a transport system to target cell.
Key words: monoclonal antibodies, targeted therapy of malignancies, immunotherapy, immunoglobulins, humanised anti-
bodies, conjugated antibodies, immunotoxins, immunocytokines, radioconjugates.

Historie terapeutického pouziti
monoklondlnich protilatek
v onkologii

Po objeveni protilatek v roce 1890 Emilem
von Behringem byl zahy rozpoznan jejich po-
tencialni i prakticky terapeuticky vyznam coby
Lotrdvenych $ipt ¢i magickych stfel pfedevsim
v cilené 1é¢bé infekEnich onemocnéni. Mimo-
fadnou zasluhu ma v této oblasti Paul Ehrlich,
ktery jiz od roku 1906 zavedl do lékafské
literatury pojem imunoterapie. Nicméné trvalo
témér stoleti, nez se podafilo realizovat U¢inné
imunoterapeutické postupy v klinické praxi.

Dal$im milnikem v imunoterapii se stal
objev Cesara Milsteina a George F. Kohlera
publikovany v roce 1974, kterym byla pfiprava
monoklonalnich protilatek. Tito autofi spojili
v jedné hybridni linii biologické vlastnosti dvou
matefskych bunék: B-lymfocytu tvoficiho pro-
tilatky a nesmrtelné nadorové buriky myelo-
mové fady. Selekci a namnozenim hybridnich
bunék vznikd hybridomova linie, kterd neni
omezend v poctu déleni, je tudiz nesmrtelna,
a soucasné produkuje monoklonalni protilatku
s unikétni specifitou (1, 2, 3).
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Existence hybridomovych linii produkuiicich
definované monoklondlni protilatky umoznila
rovnéz pochopeni genetické podstaty antigenni
variability protilatek. Byly popséany jednotlivé
geny kodujici konstantni i variabilni useky
lehkych a tézkych fetézcd, coz vedlo k jejich
pfipravé rekombinantnimi DNA technologiemi.
Monoklonalni protilatky nalezly ihned po svém
objevu Siroké diagnostické pouziti (1, 2). Ehrli-
chova vize lé¢ebného pouziti monoklonélnich
protilatek v 16¢bé nadorli se vSak oficialné
dockala svého naplnéni az od roku 1997, kdy
Food and Drug Administration (FDA, americky
Urad pro kontrolu potravin a 16&iv) schvalil po-
uziti prvni monoklonalni protilatky k adjuvantni
imunoterapii lidskych B-lymfom0. Poté nésle-
dovaly dal3i terapeutické aplikace u karcinomu
kolorekta, prsu a dosud probiha hodnoceni kli-
nického pfinosu a vhodnych indikaci této lécby
i u dalSich nador(i (1,2, 3, 4, 5, 6).

Struktura imunoglobulini
Imunoglobuliny jsou bilkovinné molekuly

schématicky zndzorfiované tvarem pismene Y,

jejichz zakladni struktura je tvofena CEtyfmi

polypeptidickymi ¢astmi. Ty jsou uspofadany
do dvou zrcadlové identickych pérd lehkych
a tézkych fetézcl (viz obrazek 1). N-termindini
Usek imunoglobulind je tvofen Ctyfmi variabilni-
mi useky (V-domény), po dvou na tézkych (VH)
i lehkych fetézcich (VL). Kazda V-doména se
sklada ze tfi hypervariabilnich oddild, které uréu-
ji antigenni specifitu protilatek (complementarity
determining regions — CDRs). Jednotka tvofend
VL-VH se nazyva Fv protilatky a je zodpovédna
za vazbu antigenu. Ve srovnani s N-termindini-
mi sekvencemi, je C-konec lehkych i téZkych
fetézcl sekvenéné podstatné konzervativnéjsi.
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Obrazek 2.
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Lehky Fetézec nese dva izotypy «k a A, jejichz
zastoupeni v molekule imunoglobulinu je indivi-
duéliné variabilni a zfejmé postrada fyziologicky
vyznam (obrézek 2).

Tézky Fetézec mize byt sloZen z nékolika
izotypl (y, &, v, o, €), €imZ je v podstaté de-
terminovana pfislusnost protilatky k jednotlivym
tfiddm a podtfidam imunoglobulind (IgM, IgD,
tézkého fetézce y ma ve své konstantni &asti
fi sekvencné vysoce konzervativni domény (C,,
1,C,2aC,, 3), které vytvareji konstantni Gsek
tézkého fetézce. Domény C, 1a C,, 2 jsou pro-
pojeny pantovym Usekem. Pantové Useky obou
téZkych fetézcl jsou mezi sebou propojeny
disulfidovymi vazbami. C, 2 Gsek je glykosylo-
vén, coz piispiva ke stabilité imunoglobulinové
molekuly. Lehky fetézec ma pouze jednu
konstantni doménu C, 1 a ta se nachazi oproti
C,, 1 domény. Obé konstantni domeny tézkych
i lehkych Fetézcl jsou vzajemné rovnéz propo-
jeny disulfidovym mistkem. Zatimco variabilni
Useky protilatek Fab uruji antigenni variabilitu,
konstantni Useky odpovidaji za efektorové funk-
ce protilatek, napfiklad za vazbu komplementu,
za interakci s Fc receptorem na imunokompe-
tentnich burikach a podobné (8, 9).

Stépeni imunoglobulinové molekuly riiz-
nymi proteolytickymi enzymy v definovanych
Usecich vede k rozpadu nativni bilkoviny
na typické fragmenty, ehoz lze prakticky
vyuzit. Napfiklad papain $tépi protildtku na
tfi fragmenty (10). Jeden fragment se sklada
z C,2 a C,3 domén, snadno krystalizuje a je
zndmy jako Fc fragment. Dalsi dva fragmenty
oznaCené jako Fab (antigen binding) jsou
identické a sestavaji z celého lehkého fetézce
a Fd (Cast tézkeého fetézce obsahujici C, 1
doménu). Pouzijeme-li pepsin, vznikaji pouze
dva fragmenty: F (ab ),, coz jsou v podstaté

Tabulka 1. Nékteré s nadorem asociované antigeny pouzitelné jako cile pro monoklonalni

protilatky
Receptory pro
ristové hormony

Epitelialni rastovy faktor
fibroblastovy rlstovy faktor

vaskularni endothelidini ristovy faktor

inzulinovy rdstovy faktor

somatotropni hormon

receptory pro imunocytokiny (IL-2, IL-6 a podobné)

mutované onkoproteiny
povrchové bunééné znaky

protein p53

leukocytarni znaky, napfiklad CD20

antigeny krevnich skupin, napfiklad +sialyl Lewisx, sialyl

Lewisa
jiné antigeny

gangliosidy

tyrosinaza

karcinoembryondlni antigen

Tabulka 2. Farmakologické vlastnosti monoklondlnich a rekombinantnich protilatek
* vysoké specifita pro nadorové antigeny

* nizka zkfizena reaktivita s normalnimi somatickymi burikami

* vhodné farmaceutické vlastnosti — vysoka Cistota a schiidna velkoobjemova produkce

* moznost predurcit antigenni specifitu
* ovlivnéni efektorové funkce protilatky

* moznost navazani toxinu, cytostatika, radionuklidu ¢i cytokinu

Tabulka 3. Problémy lé¢by monoklonalnimi protilatkami
* distribuce a pranik protilatky do nadoru
* neadekvatni migrace bunécnych efektorl (leukocytt) do nadoru

* antigenni heterogenita nadoru
* maskovani ¢&i internalizace nadorovych antigent

dva spojené Fab fragmenty a torzo Fc Useku
(8,9, 11, 12, 13, 14).

Funkce imunoglobulini

a mechanizmy cytotoxického
uéinku monoklondlnich
protilatek

Jak jiz bylo zminéno, antigenni komple-
mentarita protilatky je vazana na variabilni
Useky Fab fragmentd, zatimco Fc Usek zpro-
stfedkovava efektorové funkce protilatky. Mezi
komplementu. Tuto schopnost nemaji vSechny
protilatky, napfiklad u lidi je vdzéna na podtfi-
du IgG1. Po vazbé pfisludné protilatky na bak-
teridlni, eukaryotickou nebo transformovanou
nadorovou buriku atakuje jeji bunééné mem-
brany komplex slozek komplementu C5-C9
a soucasné se uvolfiuji chemotaktické frag-
menty C3a a Cba. Slozky komplementu pene-
truji cytoplazmatickou membranu burky, ¢imz
jiusmrti. Sou¢asné uvolnéné chemoatraktanty
vedou ke kumulaci leukocytl a k iniciaci zanét-
livé imunitni odpovédi (15, 16, 17, 18).

Nékteré populace leukocytl (neutrofily, eo-
zinofily, bazofily a zejména makrofagy) exprimuji
Fc receptor a prostfednictvim Fc konce protilat-
ky rozpoznavaji a nasledné fagocytuji nadorové
buriky. Tato dal3i fyziologickd cytocidni funkce
protilatek je zavisla na vazbé Fc konce protilatky
na Fc receptor exprimovany na leukocytech.
Protilatka zde nemd pfimou cytocidni funkci,
pouze zprostfedkovava rozpoznani nadorové

buriky cytotoxickymi NK burikami (antibody de-
pendent cell cytotoxicity — ADCC). Mechanizmy
vlastniho rozpoznani nadorové burky protilatkou
navedenymi efektorovymi burikami jsou rlizné,
makrofdgy se orientuji podle zmén v lipidické
struktufe membrany, NK burky zfejmé podle
defektni exprese antigend hlavniho histokompa-
tibilniho komplexu (8, 13, 14, 19).

Treti potencidlné cytotoxicky mechaniz-
mus, ktery mize protilatka navodit, vychazi
z Jerneho koncepce idiotypové a antiidiotypové
sité (20). Struéné feceno, kazda protilatka je
specifickd pro urity antigen a jeji vazebné
misto oznaCujeme jako idiotyp. Paklize vytvo-
fime protilatku proti tomuto idiotypu protilatky,
ziskame antiidiotypovou protiltku, ktera bude
napodobovat konformacni strukturu plivodniho
antigenu. Napfiklad, indukujeme-li imunitni
odpovéd proti protildtce proti inzulinu, dosta-
neme antiidiotypovou protilatku, ktera bude
konformacné shodna s pfislusnym epitopem
molekuly inzulinu a jeji aplikace zvifeti vyvold
snizeni hladiny krevniho cukru. Podobnym
zplsobem Ize pfipravit antiidiotypové protilatky
proti nadorovym antigenlim, a témi pak jako
vakcinami aktivné imunizovat nemocné s cilem
vyvolat aktivni specifickou protinddorovou od-
povéd imunitniho systému. Po podani monoklo-
néini protilatky ve formé pasivni imunoterapie
vznikaji antiidiotypové protildtky v organizmu
v r(izné mife spontdnné a mohou navozovat
protinadorovy efekt pfidatnym mechanizmem
aktivni imunitni reakce (3, 7, 21).
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Tabulka 4. Biologické tGi€¢inky navozené nekonjugovanymi protilatkami

1. Pfimé protinadorové ucinky

* indukce apoptézy

« interference s vazbou mezi receptorem a jeho ligandem
* ovlivnéni Uc¢innosti klasickych cytostatik
* zébrana tvorby proteinll nezbytnych pro zachovani maligniho feno-

typu buriky
2. Indukce antiidiotypové imunitni odpovédi
3. Cytotoxicita zavisla na komplementu

4. Burikami zprostfedkovana cytotoxicita zavisla na protilatce

Farmakologické aspekty
imunoterapie monoklondlInimi
protilatkami

Existence vhodnych nadorovych antigen(
(tabulka 1) a nasledné monoklonainich pro-
tilitek zéhy po jejich objevu iniciovala fadu
klinickych studii v oblasti diagnostiky a |éCby
nadorovych onemocnéni. Jejich vysledky
v8ak byly pfinejmensim sporné a spiSe nez na
terapeuticky pfinos poukdazaly na potize spo-
jené s jejich aplikaci. Vyhody monoklonalnich
protilatek jsou shrnuty v tabulce 2, problémy
a nevyhody v tabulce 3

Kli¢ovym problémem je skuteénost, zZe
primérna monoklonalni protilatka ma moleku-
lovou hmotnost kolem 150 kDa, coz je zhruba
150x vice nez klasicka cytostatika. Proto maji
monoklonalni protilatky ve srovnani s b&zné
uzivanymi cytostatiky pomalejsi distribuéni
kinetiku a podstatné nizsi priinik do nadorové
tkané. V bioptickych vzorcich ziskanych od
pacienttl lé&enych monoklonalnimi protilatka-
mi se prokazuje jejich nehomogenni distribuce
v rdmci nadoru, coz je podminéno nehomo-
genni expresi nadorovych antigend a také
pfirozenymi bariérami pro imunoglobuliny.

Snizeny prinik protilatek byl pozorovan
v malo vaskularizovanych nadorech. Dal$i
bariérou je zvySeny intersticidlni tlak uvnitf
nadord, ktery pracuje proti pasivni difuzi imu-
noglobulinG do tumoru. Pomérné velké vzdale-
nost mezi krevni cévou a intersticiem, v némz
se nachazeji nadorové buriky, déle prodluzuje
Cas potfebny k difuzi téchto makromolekul
k nadorovym burikdm vzdélenym od krevniho
fecisté. Tyto distribuéni faktory pak limituji
pouziti monoklondlnich protilatek u pacientl
i pranik cytotoxickych leukocytd do nadoru.
Logickym dlsledkem téchto Uvah je sméro-
vani potencidlniho vyuZziti monoklondlnich
protilatek k eliminaci cirkulujicich nddorovych
bunék a minimélini rezidudini choroby (22).

Heterogenni exprese antigend v nadoru je
dalSim faktorem ovliviiujicim UspéSnost terapie
monoklonalnimi protilatkami. Snizend denzita
antigenu pak bude zfejmé jednim z klicovych
mechanizm( rezistence nadorovych bunék na
léCbu protilatkami. V soucasnosti mame k dis-
pozici pouze nékolik malo antigeni vhodnych
k cilené imunoterapii (tabulka 1). Patfi k nim
imunoglobulinové idiotypy u B-bunéénych lym-
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fomd, nékteré leukocytarni diferenciacni antige-
ny, mutovany receptor pro epidermalini ristovy
faktor, onkoprotein HER2/neu, VEGF (vaskular-
ni endotelidini ristovy faktor), mutovany onko-
supresor p53, glykoprotein s adhezivni funkci
asociovany se stfevnimi nadory CO17 - 1A,
karcinoembryonélni antigen a podobné (23).

Humanizované monoklondlni
protilatky

Pocateéni klinické studie s pouzitim
monoklonalnich protilatek pouzivaly imunoglo-
buliny produkované hybridomovou technologii,
z &ehoz plyne, Ze tyto proteiny byly cizorodé
(mysi). Disledkem aplikace mySich monoklo-
nalnich protildtek nemocnému byla indukce
imunitni odpovédi a produkce anti-mysich pro-
tilatek, nazyvanych HAMA (human anti-mouse
antibodies), v organizmu do 2-3 tydn{ po prv-
nim podani monoklonalni protilatky pacientovi.
Lidské protilatky proti mySim imunoglobulinim
tvorbou imunokomplext znemozfuji vazbu na
nadorovy antigen, urychluji eliminaci IéCiva
z krevniho obéhu a mohou vést také k anafy-
laxi ¢i sérové nemoci. Z téchto divodu bylo
vénovano rozsahlé Usili technologii pfipravy
lidskych monoklondlnich protilatek a chime-
rickych huménnich/mySich (humanizovanych)
protilatek. Zatimco pfiprava a zejména pri-
myslova produkce lidskych monoklonalnich
protiltek je pfili§ komplikovand, nékteré
humanizované protilatky jiz rutinné pouzivame
v klinické praxi (8, 28, 29).

Princip jejich pfipravy spociva v propojeni
hybridomové a DNA rekombinantni technolo-
gie. Nejdfive se ziska klasickou hybridomovou
technologii my$i monoklondini protilatka proti
nadorovému antigenu. Z hybridomové linie
produkuijici protilatku s pfisluSnou specifitou se
pfipravi RNA a z ni reverzni transkripci cDNA.
Nasledné se pomoci polymerazové fetézové
reakce amplifikuji dseky gend mysiho imuno-
globulinu, které koduiji hypervariabilni domény
CDR. Touto ¢ésti genetické informace se na-
hradi CDR lidského imunoglobulinu a chimemni
geny kddujici humanizovanou monoklondini
protilatku jsou posléze viozeny do vhodné savéi
buriky, ve které jsou velkokapacitné syntetizo-
vény. Z uvedeného vyplyva, ze humanizovand
monoklonalni protildtka nese variabilni Usek
kddujici antigenni specifitu z mySi monoklonalni
protilatky a konstantni Useky z lidského imuno-

globulinu. Takovéto protilatky maji pozadova-
nou antigenni specifitu a jsou jen minimainé
imunogenni (8, 28, 29).

Fragmenty protilatek

Mikroprostfedi nadoru a jeho vaskulariza-
ce vytvafeji pomérné vyznamnou bariéru pro
prostup intaktnich makromolekul. V zasadé
plati pravidlo, ze &im vétsi je molekula bilko-
viny, tim obtiznéjsi je jeji prinik do tumoru.
Z téchto divodl byla provedena fada studi
na chemicky nebo geneticky pfipravenych
fragmentech protilatek. Bézné se pouZivaji
F (ab),, Fab a Fv tseky se zachovanou an-
tigenni specifitou (13, 14, 30).

Fv Useky pfipravené enzymatickou digesci
jsou v podminkéch in vivo extrémné nestabilni.
Céstecné stabilizace bylo dosazeno s pouzitim
jednofetézcovych Fv (single chain Fv, scFv),
kde V, a V, jsou vzajemné propojeny vhod-
nym peptidovym linkerem. Jednofetézcové Fv
maji ovSem pomémé nizkou vazebnou afinitu
k antigenu, a tak u nich dochézi k pouze pre-
chodnym interakcim. Maji nejlep$i prinik do
nadoru, soucasné jsou vsak z krevniho obéhu
velmi rychle eliminovany proteolytickymi en-
zymy. Predpoklada se, ze sFv naleznou své
optimalini uplatnéni ve spojeni s toxiny, kdy je
Zadouci maximaini prinik molekuly imunotoxi-
nu do nadoru a jeho sou€asna rychla clearance
z normalni nenddorové tkané. S optimalizaci
velikosti protilétky a s ohledem na pozadovany
terapeuticky efekt i délku jeho trvani se pak da-
le zvysi 1é¢ebny potencidl pasivni protilédtkové
imunoterapie (13, 14, 30).

Nekonjugované protildatky

Protilatky mohou byt pouzity samostatné
jako forma pasivni specifické imunoterapie
vyuzivajici vySe popsanych protinddorovych
imunitnich mechanizm(, nebo konjugovéany
s cytotoxickymi latkami Ci radioizotopy, které
pouze navadeéji a pfiblizuji k cilovym bufkam
(viz déle). Uginky samostatné pisobicich
nekonjugovanych protilatek zavisi na mife
jejich kumulace v nadoru a schopnosti navodit
néktery z biologickych u¢ink(i vyjmenovanych
v tabulce 4.

Nejvyznamnéjiho pokroku bylo dosazeno
v oblasti imunoterapie malignich B-lymfomd.
Bylo vyuZito individudlné pfipravenych antiidi-
otypovych protilatek i imunoglobulind sméro-
vanych proti nékteré z antigennich determinant
B-bunék. Snad nejvétsiho uspéchu doséhla
humanizovand monoklondlni protilatka anti-
-CD20, rituximab (Rituxan, Mabthera), kterd po
vazbé na specificky receptor B-bunék spousti
nezndmym mechanizmem programovanou
bunéénou smrt — apoptézu. Rituximab je indi-
kovan k lé¢bé B-bunéénych lymfom( s nizkym
gradingem (46 % objektivnich klinickych odpo-
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Tabulka 5. Zakladni charakteristiky vybranych imunokonjugaénich strategii

1. imunotoxiny

* vysoka cidni U¢innost

* katalyticka podstata toxinu umozriuje amplifikovat biologicky Uéi-
nek v misté nadoru
* dobre definované mechanizmy téinku pouzivanych toxinli

2. imunokonjugaty s klasickymi
protinddorovymi léCivy

* potvrzena protinadorova ucinnost cytostatik
* dobre definovana farmakokinetika, toxicita a Ucinnost preparatt

* moznost vyuziti ,by-stander* efektu
« internalizace imunokonjugatu neni potfebna

3. imunocytokiny

* moznost pfipravy konjugatu rekombinantni technologif

* nizka systémova toxicita

* lokélni indukce protinadorové imunitni odpoveédi

* moznost volby konjugovaného cytokinu dle typu imunitni odpovédi,
ktera ma byt preferenéné generovana

4. radioimunokonjugaty

* Siroka $kala izotopl vhodnych ke klinickému pouziti

* (cinnost i v okolnich burikach, které nemaji dostatecnou expresi
nadorového antigenu

« internalizace radioimunokonjugatu neni potfebna

* predpovéditelna toxicita na zékladé znalosti celkové aplikované ra-

diacni davky

védi), ale prokazal G¢innost také u chronické
lymfatické leukemie a u leukemie z vlasatych
bunék. Protilatka zfejmé senzibilizuje nddorové
bunky v(iéi standardni chemoterapii, jelikoZ ne-
mocni léCeni kombinaci rituximabu s klasickym
CHOP rezimem dosahli objektivnich odpovédi
az ve 100% (31, 32, 33).

Dal$im slibnym Ié&ivem je mySi mono-
klonalni protilatka 17-1A (edrecolomab — Pa-
norex). Tento preparét aplikovany nemocnym
po resekci kolorektalniho karcinomu stadia
C snizil 0 30% umrtnost a 0 27% rekurenci
onemocnéni ve srovndni se skupinou bez
adjuvantni 1é¢by. Tato studie mimo jiné po-
tvrdila vyznam monoklondlnich protilatek pro
eradikaci minimalni rezidudlni choroby (34).
Tyto slibné vysledky vedly ke klinické studii
srovnavajici adjuvantni Ié¢bu edrecolomabem
v monoterapii, v kombinaci s 5-fluorouracilem
a leucovorinem s adjuvantni chemoterapii 5-FU
s leucovorinem. Vysledky ve smyslu celkového
preziti a preziti bez zndmek nemoci byly stejné
ve skupinach Ié&enych adjuvantni chemoterapii
s nebo bez edrecolomabu. Monoterapie pro-
tilatkami dokonce vedla k hor§im vysledkim
neZ stadardni chemoterapeuticky rezim. Jako
jedno z moznych vysvétleni je uvadén vznik
HAMA. Vysoké titry protilatek byly detekovany
jiz u druhé nebo tfeti infuze (35).

DuleZitou skupinou jsou protilatky intera-
gujici s vazbou receptoru a jeho ligandu.
Typickym piedstavitelem je humanizovanad mo-
noklonélini protildtka proti proteinu HER2/neu,
trastuzumab (Herceptin), ktera se vaze na
receptor analogni epidermalnimu rlstovému
faktoru a neutralizuje prognosticky nepfiznivou
amplifikaci genu HER2/neu v nédorovych buri-
kach pacientek s karcinomem prsu. Herceptin
je ucinny v terapii metastazujiciho karcinomu
prsu a jeho ucinek je potencovan klasickymi
protinddorovymi Ié€ivy, napfiklad taxolem,
doxorubicinem a cisplatinou (24, 25, 26).

V Unoru 2004 byla schvalena ke klinické-
mu pouZiti v USA (www.fda.gov) u karcinom(i
kolorekta monoklonélini protilatka proti VEGF
(vyznamny rastovy faktor, ktery vede k indukci
novotvorby cév) Bevacizumab (Avastin).

Antiidiotypové protilatky

V poslednim desetileti se objevila také fada
praci zabyvajicich se vyuzitim antiidiotypovych
protilatek v onkologické indikaci. Zde vSak jde
jiz o mechanizmem ucinku odliSnou aktivni
imunizaci €ili vakcinaci. Prace provedend na
kolorektalnim karcinomu popisuje terapeutické
uziti lidské antiidiotypové protilatky 105AD7,
kterd rozpoznéva vazebné misto protinddorové
protilatky 791T/36 a napodobuije tak povrchovy
antigen CD55. Vakcinace nemocnych touto
protildtkou vede k méfitelné protinddorové imu-
nitni odpovédi, zejména u pacientd s HLA-DR1,
HLA-DR3 a HLA-DR7 haplotypy, ackoliv kli-
nické hodnoceni pfipravku je zatim pfedCasné
(36). Nadéjnych vysledkd bylo dosazeno rovnéz
s pouZzitim antiidiotyp( simulujicich epitopy an-
tigend melanomovych bunék pacientl s ma-
lignim melanomem a karcinoembryondiniho
antigenu u nemocnych s kolorektainim karcino-
mem (37, 38, 39).

Bispecifické protilatky

Zvla8tni skupinou nekonjugovanych proti-
latek pfepravenych rekombinantnimi DNA tech-
nologiemi jsou bispecifické protilatky. Jedna
jejich antigenni specifita byva namifena proti
nadorovému antigenu a druhd proti vhodnému
markeru imunokompetentnich bunék s cilem
pfitdhnout cytotoxické buiky do nadoru. Pfi-
kladem je bispecificka protilatka, jejiz jedno
vazebné misto je namifeno proti HER2/neu
a druhé proti nizkoafinitnimu Fc receptoru,
jenZ se nachazi na povrchu NK bunék a zra-
lych makrofagu. Aplikace takovéto protilatky
vede ke kumulaci a aktivaci cytotoxickych

bunék v misté nadoru exprimujicitho HER2/
neu (40).

Protilatkové konjugaty

V zésadé se jednd o chemické Ci gene-
tické konjugaty imunoglobulind nebo jejich
fragmentl s vhodnou efektorovou slozkou,
napfiklad s toxiny, cytokiny, cytostatiky, radio-
nuklidy (tabulka 5).

Imunotoxiny

Vazbu monoklonalni protilatky nebo jejiho
fragmentu s toxinem oznaCujeme néazvem
imunotoxin. Jako toxinu ¢asto pouzivame rost-
linnych nebo bakteridlnich jedd s katalytickou
Ucinnosti, které smrti buiiky v nanomolarnich
koncentracich. Toxiny maji obvykle dvé domé-
ny. Prvni kdduje vazbu toxinu na buriku a dru-
hy pak samotnou katalytickou podjednotku
toxinu. V pfipadé imunotoxinu nahrazujeme
vazebnou doménu Casti imunoglobulinové
molekuly, kterd zaruCuje antigenni specifitu
a ktera sméruje toxinovou podjednotku k na-
dorovym bunkam (4, 5, 6, 41).

Nejéastéji pouzivanymi toxiny jsou ricin
a pseudomonadovy exotoxin. Nevyhodou
imunotoxinl je skutecnost, Ze katalytické pod-
jednotky se uplatfiuji vyluéné intracelularné
a je nezbytna jejich internalizace. Rostlinné
a bakteridlni toxiny jsou rovnéz silné antigenni
a vyvolavaji ¢asnou imunitni odpovéd, kterd
neutralizuje dcinnost téchto konjugatd. Pres
vSechny pfekézky jsou imunotoxiny mimofadné
ucinné v fadé preklinickych nadorovych mo-
delli. Podrobnéji se problematice imunotoxin(i
vénuje nasledujici kapitola (41, 42, 43, 44).

Konjugdty typu
protilatka-cytostatikum

Tento druh protilatkovych  konjugétl
umoznuje cilenou expozici nddorovych bunék
standardnimu cytostatiku ve vysoké lokéini
koncentraci. Protinddorova chemoterapeutika
maji obvykle dobfe prostudovanou farmakolo-
gii, toxicitu i u€innost ve své volné formé. Lze
tudiz pfedpokladat, ze jejich podani ve formé
konjugatu s protilatkou bude vzhledem k lokal-
nimu puisobeni méné toxické a ucinnéjsi (41).

Slibnych preklinickych vysledkd bylo na-
pfiklad dosaZeno s pouZitim imunokonjugatu
BR96-doxorubicin v fadé experimentalnich
nadorovych modeld. Klinické studie faze | pro-
kazaly, Ze limitni toxicitou konjugétu je gastri-
tida, pravdépodobné zplisobena interakci s Fc
koncem intaktni molekuly 1gG BR96 (45, 46).
Nedavno byly rovnéZz publikovany vysledky
s calicheamicinem konjugovanymi protilatkami
v 1é¢bé leukémii a nékterych solidnich tumord
(47). Konjugaty typu protilatka-cytostatikum
rovnéz nabizeji zajimavou moznost prekonani
rezistence nadorovych bunék na cytostatika.
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Tyto komplexy neprochdzeji cytoplazmatic-
kou membranou pasivni difuzi, nybrz aktivni
a pasivni endocytézou. Nemohou byt proto
z nadorové buriky eliminovény transmem-
branovymi transportéry, které v rezistentnich
bunkach pumpuji cytostatika z cytoplazmy
zpét do extracelularniho prostoru.

Imunocytokiny

Reprezentuji zviastni skupinu hybridnich
molekul, které maji v sobé obsazeno vazebné
misto protilatky pro antigen a biologicky aktivni
Cast cytokinu. Protilatkovda doména navadi mo-
lekulu cytokinu do nadoru a cytokinova ¢ast zde
aktivuje imunitni odpovéd. Tento postup se zda
byt uziteCny v 16Cbé chemorezistentnich dobie
imunogennich nadord, napfiklad neuroblastomu,
kolorektélniho karcinomu a maligniho melanomu.
Byla pfipravena fada chemickych i genetickych
konjugatt protilatek s riznymi cytokiny (TNF-a,
IL-2, GM-CSF, IL-4) (48). Povzbudivych vysledk(
bylo dosazeno v preklinickych modelech s imu-

nocytokinem  anti-disialogangliosid GD2/IL-2
v modelu maligniho melanomu a neuroblasto-
mu. Preparat je v souCasnosti ve fazi klinického
zkouseni (49, 50, 51).

Radioimunokonjugaty
Radioimunoterapie je nova lécebna mo-
dalita, kterd s pouzitim radioimunokonjugatu
dokaze do mista nadoru dodat 3x az 50x vySsi
davku zafeni nez do normalini tkané.K vazbé
na bilkovinnou molekulu protilatky se vyuziva
vysokoenergetickych B-zafica s relativné krat-
kym poloasem rozpadu, nejéastéji "'l nebo
%Y. Vyhodou radioimunokonjugatl je skute¢-
nost, Ze k navozeni Zadaného biologického
ucinku neni potfeba jejich vazba na kazdou
nadorovou bufku, jelikoZ emitované zafeni ma
vétsi akeni radius nez toxiny €i cytostatika.
Vlysoka ucinnost téchto IéCiv byla prokaza-
na zejména u nékterych hematologickych ma-
lignit. Za zminku stoji studie Presse et al., ktery
aplikoval myeloablativni davku radioimunokon-

jugédtu protilatky anti-CD20 a ™' pacientim
s chemorezistentnim lymfomem. Ctyiaosmde-
sét procent téchto pacientdl dosahlo kompletni
remise a 11% remise parcialni. Rada klinickych
odpovédi byla diouhodobd, az 62 % nemocnych
bylo bez progrese dva roky po 1é¢bé (52). Slib-
né vysledky byly také publikovany s pouzitim
anti-CD33 radioimunokonjugétu v rdmci pfed-
transplantaéni pfipravy nemocnych s akutni
myeloidni leukémii (53, 54, 55).
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