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Souhrn

Vyvoj rekombinantnich terapeutickych protildtek je v posledni dobé jednou z nejrychleji se
rozvijejicich disciplin aplikovaného biomedicinského vyzkumu. Rekombinantni monoklonalni
protilatky nalézaji stale vétsi uplatnéni v biologické terapii fady zdvaznych lidskych chorob
a jsou v soucasné dobé nenahraditelnou soucasti komplexni protinddorové terapie. Tera-
peutické protilatky vyuzivané v klinické praxi prosly zna¢nym vyvojem. Z prvnich protilatek
produkovanych v mysich, které jako vedlejsi ucinek indukovaly silnou imunitni odpovéd, byly
metodami rekombinantni DNA a genové manipulace vyvinuty plné lidské protildtky s vyrazné
omezenymi vedlejsimi Uc¢inky a zaroven se zvysenou specifitou a efektivitou. V této praci jsou
shrnuty zékladnl’ poznatky o terapeutickych monoklonélnl’ch protilétkéch jejich historicky

protilatek.
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Summary

Development of recombinant therapeutic antibodies is recently one of the fastest growing
disciplines of applied biomedical research. Recombinant monoclonal antibodies are increas-
ingly applied in biological therapy of many serious human diseases and are currently an
irreplaceable part of a comprehensive cancer therapy. First mouse therapeutic antibodies had
only limited applicability due to the strong immune response; however, technological advan-
ces enabled engineering of antibodies with increased specificity and efficacy, and on the other
hand with reduced adverse effects due to lower antigenicity. This review provides a summary
of knowledge about recombinant therapeutic antibodies, their mechanism of action and ap-
proaches how to improve their efficacy.
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REKOMBINANTNI PROTILATKY A JEJICH VYUZITIV PROTINADOROVE TERAPII

Uvod

O vyuziti monoklondlnich protilatek
k 1é¢bé nadorovych onemocnéni se za-
calo uvazovat teprve nedavno, presto
patfi v dnedni dobé mezi Uspésné stra-
tegie |é¢by onkologickych onemocnéni
(hematologickych malignit i solidnich
nador(l). Mechanizmus jejich plsobeni
je zalozen na specifické vazbé na po-
vrchové antigeny nadorovych bunék.
Byla popsana rada molekul, které jsou
u nadorovych bunék mutovany nebo
nadmérné &i aberantné exprimovény
a nasledné byly identifikovany jako po-
tencialni cile terapeutickych protildtek.
Tyto antigeny se déli na antigeny speci-

fické pro nadory (tumor specific antigen)
a antigeny asociované s nadory (tumor
associated antigen). Nejcastéjsimi cilo-
vymi molekulami terapeutickych proti-
latek jsou CD (cluster of differentiation)
antigeny (napf. CD20, CD30 a CD52),
receptory rlstovych faktor( (napf.
HER2/neu, EGFR, MET), rGstové faktory
(napt. VEGF), adhezivni molekuly (napf.
EpCAM a alfa4-integrin) nebo imuno-
modula¢ni receptory (CTLA-4 a PD-1).
Mezi zpUsoby, jak terapeutickymi proti-
ldtkami ovlivnit nadorovou buriku, patii
inhibice funkce antigenu (napf. recep-
toru), privedeni specifické toxické latky
konjugované s protilatkou (napf. cy-
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Obr. 1A. Schematické znazornéni struktury molekuly imunoglobulinu.
B. Fragmenty protilatek vytvorené proteolytickym Stépenim.

tostatika, radioizotopu) nebo aktivace
imunitniho systému [1].

Protilatky - struktura a funkce
Protilatky, imunoglobuliny (Ig), jsou
molekuly produkované B lymfocyty,
které mohou v organizmu volné cirku-
lovat v rozpustné formé nebo mohou
byt vazany na cytoplazmatickou mem-
branu B lymfocytd jako soucést B bu-
nécného receptoru (B cell receptor -
BCR). U savcl jsou imunoglobuliny
podle vlastnosti tézkych fetézcli rozdé-
leny do péti izotypovych tfid, a to IgM,
IgD, IgA, IgE, IgG. Jednotlivé tridy izo-
typU maji odlisné funkce a jsou produ-
kovany v rdznych fazich imunitni od-
povédi. Primarni imunitni odpovéd je
zprostiedkovana sekretovanymi proti-
latkami IgM tvoficimi multivalentni mo-
lekulu péti nebo Sesti protilatek, které
aktivaci komplementu napoméhaji fa-
gocytdéze. IgD jsou exprimovany na na-
ivnich B burikach. Sekretované IgA tvofi
dimer a nachazi se ve slinach, slzéch, ko-
lostru a matefském mléce. IgE se nachazi
zejména v plicich a kdzi a hraji dilezi-
tou roli pfi hypersenzitivnich a alergic-
kych reakcich. IgG jsou nejhojné;jsim izo-
typem protilatek v lidském téle a ucastni
se sekundarni faze imunitni odpovédi.
Lidské 1gG se dale déli na Ctyfi podtiidy,
IgG1-1gG4, lisici se mnozstvim v séru
a vazebnou afinitou k Fc (fragment crys-
tallizable) receptordm na bunkach imu-
nitniho systému [2]. Protilatky izotypu
IgG maji nejdelsi biologicky polocas (pfi-
blizné 21 dnU), protoze se vazi na recep-
tor FcRn (neonatal Fc receptor), ktery se
nachazi v endozomech a podili se na re-
cyklaci imunoglobulint pohlcenych pi-
nocytézou. Proto je tato tfida imunoglo-
bulinG nejcastéji vyuzivana k produkci
terapeutickych protilatek [3].

Molekuly imunoglobulint jsou slo-
zeny ze dvou tézkych (H) a dvou leh-
kych (L) polypeptidovych fetézcl kova-
lentné spojenych disulfidickymi mustky
do charakteristické struktury ve tvaru
pismene Y (obr. 1A). Tézké retézce se
skladaji ze Ctyt az péti a lehké fetézce ze
dvou strukturné podobnych imunoglo-
bulinovych domén. Domény na N-konci
tézkych i lehkych fetézci se oznacuji jako
variabilni (V,, V), pficemz kazdd doména
obsahuje tfi hypervariabilni oblasti CDR
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Obr. 2. Schematické znazornéni VDJ presmyku genomové DNA tézkého (H) a lehkého (L) fetézce imunoglobulinu.

Znazornény jsou také oblasti molekuly imunoglobulinu, které odpovidaji pfeskupenym fetézcdm.

(complementarity determining region)
tvofici jedine¢nou prostorovou struk-
turu, do které se specificky vaze anti-
gen. Variabilni oblasti jednotlivych klon(
B lymfocytl jsou unikéatni. Zbyvajici do-
mény jsou v ramci daného typu tézkych
i lehkych retézcl identické a oznacuji se
jako konstantni (C,1-C 4, C)) [2].
Proteolytickym Stépenim imuno-
globulind je mozné ziskat specifické
fragmenty (obr. 1B). Pomoci papainu
vznikaji dva identické Fab fragmenty
(fragment antigen binding), které jsou
monovalentni a kazdy obsahuje jedno
vazebné misto pro antigen, a jeden Fc
fragment, ktery je tvoren konstantnimi
oblastmi tézkych retézcd. Fab jsou tvo-
feny doménami V,, C 1,V a C, které
jsou spojeny intramolekuldrni disulfidic-
kou vazbou. Stépeni pepsinem, jehoz
rozpoznavaci misto se nachazi za pan-
tovou oblasti, vede ke vzniku bivalent-
niho fragmentu F(ab’),, ktery navic obsa-
huje kratky usek Fc fragmentu. Redukci
disulfidovych mustkd vznikaji Fab’ frag-
menty obsahujici volnou sulfhydrylovou
skupinu, ktera mGze byt vyuzita ke kon-
jugaci enzymu, toxinu nebo jiného spe-

cifického proteinu. Fv fragmenty (frag-
ment variable) jsou nejmensi fragmenty
obsahujici kompletni vazebné misto pro
antigen a jsou tvofeny pouze doménami
V, aV, které jsou drzeny nekovalent-
nimi interakcemi. Fragmenty protildtek
nachazi diky své mensi velikosti vyuzZiti
v urcitych imunochemickych technikach
a experimentalnich aplikacich, kdy napf.
protilatky ucinnéji pronikaji do prepa-
ratu pfi imunohistochemickém bar-
veni, jsou minimalizovana sterickd ome-
zeni pro vazbu epitopu a déale absence
Fc fragmentu omezuje nespecifické in-
terakce a snizuje imunogenicitu protila-
tek pfi in vivo experimentech [4].

Genetika protilatek

Siroké spektrum protilatek schopnych
rozlisit jakykoli potencidlni antigen neni
kodovano pfimo v zarodecné linii, této
diverzity je dosaZzeno procesem soma-
tické VDJ rekombinace béhem vyvoje
lymfocytl. Geny kédujici fetézce imuno-
globulint jsou sloZzeny z nékolika skupin
sekvencné pribuznych segmentd, v lid-
ském lokusu pro tézké retézce se nachazi
pfiblizné 50 V (variability) segmentd,

27 D (diversity) segmentd, 6 J (joining)
segmentl a geny pro konstantni ¢asti
tézkého retézce. Struktura genovych
komplext kédujicich lehké fetézce k aA
je podobnd, ale obsahuje mensi pocet
V a J segmentd a D segmenty chybi
Uplné (obr. 2). V progenitorech B lym-
focytl (proB) dochézi k D-J pfeskupeni,
pfi némz je vystépen Usek mezi nahod-
nymi D a J segmenty. Nasledné je vysté-
pen Usek mezi nékterym z V segmentd
a DJ segmentem vzniklym v pfedchozim
kroku (V-D preskupeni). Pokud je pre-
skupenim vytvoren produkt, ze kterého
je syntetizovan funkéni H polypeptid, je
dalsi preskupovani na druhém chromo-
zomu zastaveno (jedna se o alelickou
exkluzi) a z buriky se stava pre-B lymfo-
cyt. Tato udalost davé burice signal k za-
hajeni preskupovani genl pro lehké re-
tézce, nejprve fetézcll Kk a v pfipadé
neuspéchu dochazi k preskupovani re-
tézcU . Po vytvoreni povrchového IgM
se bunka stava nezralym B lymfocytem
a po soucasné expresi IgM a IgD zralym
B lymfocytem. Jiz kombinaci VDJ seg-
mentl vznikd znacnd diverzita, kterd
je zndsobena nepfesnostmi ve spojo-
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vani jednotlivych segmentl (tzv. spo-
jovaci variabilita) a plisobenim enzymu
terminalni transferazy, jez prodluzuje
konce preskupenych segmentl o kratké
nahodné N-sekvence. V-D a D-J spo-
jeni odpovida hypervariabilni oblasti
CDR3, ktera vykazuje nejvyssi diverzitu
v ramci spektra protildtek. Po styku zra-
Iého B lymfocytu s antigenem dochazi
k mutacim V segmentd, které déle zvy-
Suji variabilitu imunoglobulinG. Vsechny
procesy vedouci ke vzniku imunoglobu-
lind jsou disledné kontrolovany a B lym-
focyty produkujici nefunk¢ni, nesta-
bilni nebo autoreaktivni protilatky jsou
odstranény.

Béhem terminalni diferenciace B lym-
focytu po aktivaci antigenem dochdazi
k dalsi rekombinacni udélosti, izotypo-
vému piresmyku (class switching), pfi
kterém jsou vystépovany konstantni
Useky téZzkych fetézcl. |zotypové pre-
smyky mohou v dané burice probihat
nékolikradt za sebou, dokud jsou pfi-
tomny sekvence, které lze eliminovat.
Typ pfesmyku a vysledny izotyp proti-
latky, ktery bude burika produkovat, je
regulovén cytokiny [2].

Monoklonalni terapeutické

protilatky - historicky vyvoj

Monoklondlni protilatky jsou ziska-
vany hybridomovou technologii, kdy
jsou fuzovany B lymfocyty izolované
ze sleziny imunizovanych mysi a ne-
smrtelné mysi myelomové buriky [5].
Takto vytvofené mysi monoklondini
protildtky se staly vyznamnym nastro-
jem pro zadkladni i aplikovany vyzkum
a klinickou diagnostiku. Brzy se zacalo
uvazovat také o jejich terapeutickém vy-
uziti a prvni terapeutickou protilatkou
schvalenou FDA (Food and Drug Ad-
ministration — Ufad pro kontrolu 1é¢iv)
v USA se stal v roce 1986 muromo-
nab-CD3 (Orthoclone OKT3®, k prevenci
odmitnuti orgdnu po transplantaci). Kli-
nicka praxe vsak ukazala, Ze podavani
Cisté mysich protilatek vyvolava silnou
imunitni odpovéd organizmu, coz za-
branilo jejich SirSimu vyuziti. Vyvoj no-
vych generaci terapeutickych protilatek
byl umoznén vyraznymi pokroky v tech-
nologiich genového inzenyrstvi a re-
kombinantni DNA. Nejdfive byly vytvo-
feny chimérické protilatky, které maji

zachovany mysi variabilni fetézce, za-
timco konstantni fetézce jsou nahrazeny
lidskymi [6]. Prvni chiméricka protilatka
abciximab (ReoPro®, k inhibici agregace
krevnich desti¢ek), ktera je Fab fragmen-
tem, byla na trh v USA uvedena v roce
1994. Poté byly vyvinuty humanizované
protilatky, které maji mysi sekvence za-
chovany pouze v hypervariabilni ob-
lasti CDR odpovédné za vazbu antigenu.
Tato technika se nazyva CDR grafting [7].
Prvni humanizovana protildtka daclizu-
mab (Zenapax®, k prevenci odmitnuti
orgadnu po transplantaci) byla schva-
lena v roce 1997. Roky 1997 a 1998 byly
v historii vyvoje terapeutickych protilé-
tek prelomem, na trh bylo uvedeno pét
protilatek a zajem o tuto oblast vyzkumu
prudce vzrostl. V roce 1997 byla schva-
lena i prvni protilatka k [é¢bé nadoro-
vého onemocnéni rituximab (Rituxan®,
anti-CD20 protildtka k [é¢bé hematolo-
gickych malignit). DalSim milnikem bylo
vytvoreni plné lidskych monoklonalnich
protildtek. K jejich vyvoji bylo potfeba
vyvinout alternativni strategie, nebot
imunizace lidi nepfichazi z etického hle-
diska v Uvahu a dale nebyla k dispozici
stabilni lidskd myelomova linie vhodna
k vytvofeni hybridomu. K pokroku do3lo
teprve s rozvojem metod zalozenych na
klonovani variabilnich sekvenci protila-
tek a jejich selekci prostfednictvim bak-
teriofagl [8] a pozdéji také pripravou
transgennich mysi (tzv. humanizované
mysi), které maji mysi geny pro imu-
noglobuliny nahrazeny lidskymi [9,10].
Prvni pIlné humanni protildtkou uvede-
nou natrh v USA byl v roce 2002 adalimu-
mab (Humira®, inhibitor TNF-a pro 1é¢bu
revmatoidni artritidy) vytvofeny pomoci
technologie ,phage display”, ktera vyu-
Ziva exprese variabilnich fetézcl na po-
vrchu bakteriofdga. Nasledné schvalené
protilatky panitumumab (Vectibix®, in-
hibitor EGFR pro 1é¢bu kolorektalniho
karcinomu) v roce 2006 nebo ipilimu-
mab (Yervoy®, anti-CTLA4 protilatka
pro lé¢bu metastatického melanomu)
v roce 2011 byly vytvofeny s vyuZitim
transgennich mysi. Vyznamnou tech-
nologif, jak upravit vlastnosti protilatek,
je modifikace Fc fragmentl pfipojenim
proteinl nebo jejich domén [11]. Prvni
schvélenou fuzni terapeutickou protilat-
kou byl v roce 1998 etanercept (Enbrel®),

ktery ma k Fc oblasti pfipojen recep-
tor pro TNF, a inhibuje tudiz signalizaci
TNF-a. Tato protildtka se vyuziva k [é¢bé
autoimunitnich onemocnéni [12].

Mezi objevem novych technologii
a schvalenim a uvedenim na trh prv-
nich protilatek vytvorenych danou tech-
nologii byva pramérné 9-13 let pro-
dleva, coz je vzhledem k mnoha fazim
procesu registrace nového léciva (pre-
klinického vyvoje, preklinickych toxi-
kologickych testovani a klinickych stu-
dii) standardni doba odpovidajici jinym
typlm Iéciv [13].

Mechanizmy pusobeni
terapeutickych monoklonalnich
protilatek

Terapeutické protilatky mohou pusobit
na nadorové bunky rlznymi zplsoby
bud pfimo, nebo nepfimo. Pfimé ucinky
spocivaji v ovlivnéni membrénovych re-
ceptorll nebo proteind vazanych na bu-
nécném povrchu, rastovych faktord ¢&i
cirkulujicich proteinC. Pfimé tcinky pro-
tildatek mohou byt také zprostfedkovany
pomoci toxinl, radioizotopl nebo cy-
tokin(, které jsou kovalentné navazany
na molekulu imunoglobulinu (imuno-
konjugace). Nepfimé ucinky protildtek
jsou zprostiedkovany Fc oblasti protila-
tek, kdy protilatky po navazani na cilo-
vou bunku aktivuji komplement (com-
plement-dependent cytotoxicity — CDC),
stimuluji efektorové bunky imunitniho
systému (antibody-dependent cyto-
toxicity — ADCC) nebo reguluji aktivitu
T lymfocytl [1]. Pfevazna vétsina tera-
peutickych protildtek schvéalenych ke
klinickému pouziti jsou klasické pro-
tildtky prvni generace, jako napt. tras-
tuzumab (Herceptin®, anti-HER2 pro
[é¢bu karcinomu prsu), cetuximab
(Erbitux®, anti-EGFR pro lé¢bu kolo-
rektdlniho karcinomu), panitumumab
(Vectibix®, anti-EGFR) nebo bevacizu-
mab (Avastin®, anti-VEGF pro lé¢bu ko-
lorektalniho karcinomu). Méné casto se
vyuzivaji konjugované protilatky, které
umoznuji specifické doruceni terapeu-
tickych latek pfimo k nadorovym bun-
kam, ¢imz dochazi ke zvyseni koncent-
race |éciva v cilové oblasti a zéroven se
minimalizuji vedlejsi uc¢inky na zdravé
tkané [1]. Pfehled monoklondlnich tera-
peutickych protilatek schvalenych FDA

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2552-2559

2555




REKOMBINANTNI PROTILATKY A JEJICH VYUZITIV PROTINADOROVE TERAPII

Tab. 1. Pfehled terapeutickych protilatek vyuzivanych v terapii onkologickych onemocnéni schvalenych FDA. Pfrevzato z[14,15].

. . . . . . L Rok
Nazev protilatky Obchodninazev  Antigen Indikace Format protilatky schvaleni
dinutuximab Unituxin™ GD2 neuroblastom chiméricka, 1IgG1 2015
nivolumab Opdivo® PD1 melanom lidska, 1gG4 2014
blinatumomab Blincyto® CD19,CD3  akutni lymfaticka leukemie A S PEENE 7 e e 2014

fragment scFv
pembrolizumab Keytruda® PD1 melanom humanizovana, lgG4 2014
ramucirumab Cyramza® VEGFR2 rakovina zaludku lidskd, IgG1 2014
siltuximab Sylvant™ IL-6 Castlemanova choroba chiméricka, 19G1 2014
obinutuzumab Gazyva® CD20 chronicka Iymfocytarnl hu.manlonana, 1gG1, 2013
leukemie modifikovana glykosylace
ado-trastuzumab Kadcyla® HER2 karcinom prsu 'humanlzo‘vanla, Ig§1, 2013
emtanzin imunokonjugat toxinu
pertuzumab Perjeta® HER2 karcinom prsu humanizovang, IgG1 2012
brentl'mmab Adcetris® CD30 degklnuv Iymfovm:anaplas- ' chlmerl'cka,’IgG1f 2011
vedotin ticky velkobunécny lymfom imunokonjugat toxinu
ipilimumab Yervoy® CTLA-4 metastaticky melanom lidska, IgG1 2011
ofatumumab Arzerra® CD20 chronicka Iymfocytarnl lidska, IgG1 2009
leukemie
panitumumab Vectibix® EGFR kolorektalni karcinom lidska, 1I9G2 2006
bevacizumab Avastin® VEGF kolorektalni karcinom humanizovang, IgG1 2004
cetuximab Erbitux® EGFR kolorektalni karcinom chiméricka, IlgG1 2004
|prltumomab Zevalin® CD20 nehodgkinské lymfomy myst IgG]f lmunokonjugat 2002
tiuxetan radioizotopu
MabCampath®, chronicka myeloidni 2001*
alemtuzumab Campath-1H® CD52 leukemie* humanizovang, IgG1
Lemtrada® roztrousena skleréza 2014

trastuzumab Herceptin® HER2 karcinom prsu humanizovang, IgG1 1998
rituximab MabThera®, Rituxan®  CD20 nehodgkinské lymfomy chiméricka, 1I9G1 1997
*MabCampath® pro indikaci CML stazen z trhu a distribuovan jako Lemtrada® pro lé¢bu roztrousené sklerézy.

k lé¢bé onkologickych onemocnéni je
uveden v tab. 1 [14,15].

ADC (antibody drug conjugate) jsou
monoklondlni protilatky chemicky kon-
jugované s cytotoxickymi latkami, ze-
jména latkami inhibujicimi organizaci
mikrotubul(. V sou¢asné dobé jsou re-
gistrovany dvé protilatky - brentuxi-
mab vedotin (Adcetris®) a trastuzumab
emtansine (Kadcyla®), obé konjugované
s toxiny mikrotubulG [16]. Dalsi varian-
tou jsou monoklonalni protilatky kon-
jugované s radioaktivnimi izotopy.
Registrovany jsou protilatky ibritumo-
mab tiuxetan (Zevalin®) a tositumo-
mab-1311 (Bexxar®), které jsou cileny na

CD20 [17]. Bispecifické protilatky jsou
protilatky obsahujici dva rGzné Fv frag-
menty rozpoznavajici dva rGzné anti-
geny, napf. catumaxomab (Removab®)
vaze CD3 a EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule) [18]. Potencidlné vyuzi-
telné jsou také imunotoxiny, kdy jsou
protilatky fuzovany s bakteridlnimi to-
xiny Pseudomonas exotoxin A, Diphte-
ria toxin nebo rostlinnymi toxiny gelo-
nin a ricin, které zprostredkovavaji smrt
nadorové bunky inhibici proteosyntézy,
a proto je tento mechanizmus ucinny
také v pfipadé nedélicich se bunék [19].
Antibody directed enzyme prodrug
therapy (ADEPT) je pfistup, kdy je s pro-

tildtkou konjugovan enzym konvertujici
netoxickou latku v latku cytotoxickou.
Po podani netoxické latky dochazi k jeji
konverzi specificky v oblasti nadoru [20].
Protilatky druhé generace s cilené
zménénou glykosylaci v oblasti Fc frag-
mentu byly pfipraveny genovou mani-
pulaci za uc¢elem posileni ADCC. Prvni
schvélenou protilatkou je obinutuzumab
(Gazyva®, anti-CD20 protildtka k 1é¢bé
chronické lymfatické leukemie) [21].
Béhem procesu pfipravy téchto tera-
peutickych protildtek ¢asto dochazi ke
zménam farmakokinetiky, funkce efek-
toru, velikosti a imunogenicity. Z tohoto
davodu je dllezité vénovat pozornost
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Obr. 3. Schéma postupu pfipravy protilatek metodou phage display.

vybéru cilovych antigent i optimalnich
protilatek, véetné typu konstruktu re-
kombinantni protilatky a terapeutic-
kého pfistupu.

Klonovani protilatek - knihovny
protilatek

Ptiprava knihoven lidskych protilatek
z pfirozené variabilnich (naivnich) zdrojd
je vsoucasné dobé zavedend technologie

vyuzivand k produkci protildtek s defino-
vanou specifitou k jakémukoli antigenu.
Tato technologie se rozsifila diky zavedeni
metody phage display, kterd umoznuje
vystavit peptidové sekvence na povrchu
bakteriofagl a podrobit je opakované se-
lekci vici specifickému antigenu (obr. 3).
Phage display je tak analogii pfirozené se-
lekce protildtek in vivo [8]. Pro Ucely se-
lekce protilatek je nejvhodnéjsi bakte-

riofag M13, pfi¢emz koédujici sekvence
protilatek jsou fuzovany s genem pro
plastovy protein plll a fragmenty protila-
tek jsou tak vystaveny na povrchu bakte-
riofdga. Timto zpUsobem je propojen fe-
notypovy projev, fragment protilatky na
povrchu bakteriofaga, s genotypem, nuk-
leotidovou sekvenci kédujici protilatku.
Prvni krok k pfipravé knihovny je izo-
lace kvalitni RNA z vybranych bunék
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(napf. mononuklearni bunky z periferni
krve). Tato RNA je reverzni transkripta-
zou prepsana do cDNA, ktera je pouZita
jako templat pro PCR amplifikaci V, a V,
fetézcd s vyuzitim primerd specifickych
pro konstantni oblasti V, a V| Fetézci.
Takto jsou amplifikovany preskupené
variabilni oblasti celého repertoaru imu-
noglobulin(, které odrazi specifitu vsech
protildtek daného jedince. PCR produkty
jsou ligovany do vektorf, které umoznuji
exprimovatVH aVL fetézce jako scFv (sin-
gle chain fragment variable) fuzované ke
kapsidovému proteinu plll. Takto Ize pfi-
pravit knihovny tvofené 108-10"" uni-
kdtnimi klony, které jsou podrobeny
3-4 cyklim selekce a amplifikace, pfi niz
jsou selektovany klony s vysokou specifi-
tou a afinitou k antigenu. Zvolené klony
mohou byt podrobeny analyze vazeb-
nych vlastnosti a geny kédujiciV, aV, fe-
tézce sekvenovény. Solubilni scFv frag-
menty mohou byt snadno exprimovany
v bakteriich a purifikovany.

Screening knihoven umoznuje pfi-
pravu protilatek specifickych k jakym-
koli antigentim, v¢etné toxinl nebo pro-
teind, které jsou konzervovany v ramci
sav¢ich bunék a Ize je obtizné pfipra-
vit imunizaci. BEéhem selekce je mozné
navic ziskat mnozstvi rdznych protila-
tek pokryvajicich Siroké spektrum epi-
topl. Syntetické monoklondlni pro-
tilatky maji relativné nizkou afinitu
k antigenu, a proto byly vyvinuty me-
tody napodobujici proces zvySovani
afinity (affinity maturation), jejichz vy-
sledkem jsou kompletni syntetické
protildtky [22,23].

Phage display neni jedind metoda se-
lekce protilatek. Alternativni metody
jsou mRNA display [24] a ribozomovy
display scFv fragmentU [25], kdy selekce
probiha pfi in vitro translaci nebo vysta-
veni scFv a Fab fragmentd na povrchu
bakterii [26] ¢i kvasinek [27].

Transgenni mysi

Transgenni mysi maji do svého genomu
v¢lenény geny pro lidské imunoglobu-
liny, zatimco endogennilokusy jsou inak-
tivovany. Tyto transgenni mysi produkuji
celou 3kalu protilatek syntetizovanych
z lidskych genovych sekvenci, a proto
mohou byt vyuZity k ziskavani lidskych
monoklondlnich protilatek s vysokou

afinitou a velmi nizkou imunogenici-
tou pfimo po imunizaci cilovou moleku-
lou. Klinické testy ukazuji, ze takto pro-
dukované terapeutické protilatky jsou
velmi dobfe tolerovany a jsou klinicky
aktivni. Téchto Uspéchud bylo dosazeno
diky pokroklim v technikdch genové
manipulace s burikami sav¢ich embryi.
Pro Uspésnou expresi lidskych protilatek
v transgennich mysich je nezbytné, aby
vlozené lidské sekvence funkéné nahra-
dily endogenni imunoglobulinové sek-
vence v B lymfocytech a podléhaly viem
procestim v prdbéhu vyvoje lymfocytd,
jako jsou VDJ rekombinace, somatické
mutace a pfesmyk izotypovych tfid,
a zaroven ovlivnovaly funkci, diferen-
ciaci a preziti B lymfocytQ. Prvni trans-
genni mysi mély do svého genomu vlo-
Zzenu pouze malou ¢ast VDJ segment(,
a presto produkovaly funkéni a speci-
fické protilatky proti antigentim, kte-
rymi byly imunizovany [9,10]. Nasledné
bylo vyvinuto mnoho kmen( transgen-
nich mysi s rozsifenym spektrem varia-
bilnich genovych segmentl a nedavno
bylo publikovdno vytvofeni transgen-
nich mysi s kompletné humanizovanymi
variabilnimi sekvencemi, kdy bylo do
téchto mysi vioZzeno az $est miliond bazi
DNA [28,29].

Produkce terapeutickych protilatek
probiha ve velkoobjemovych zafizenich,
ve kterych je nutno dodrzovat specifické
postupy, aby byla zajisténa vysoka kva-
lita vyhovujici standardlim pro vyrobu
|é¢iv. Vyuzivaji se zejména tkanové kul-
tury savcich bunék, napt. CHO (chinese
hamster ovary) nebo hybridomové linie.
Fragmenty protilatek mohou byt s Uspé-
chem produkovany v bakterialnich kul-
turdch. Vyzkum se zaméfuje také na
vyuziti kvasinkovych systém Pichia pas-
toris, transgennich rostlin, mléka nebo
vajec transgennich zivocich(.

Zavér

Vyvoj monoklonalnich protilatek k [é¢bé
nadorovych onemocnéni je jednim z vé-
deckych Uspéchi uplynulych let a vyu-
ziti terapeutickych protildtek patfi mezi
nejrychleji se rozvijejici oblasti protina-
dorové 1écby. Terapeutické protildtky
prosly vyraznou evoluci, jejich transfor-
maci z mysich protildtek pres chimérické
a humanizované az k pIné lidskym byly

snizeny jejich vedlejsi Gcinky, a naopak
novymi technologiemi byl zesilen jejich
terapeuticky potencial. Dalsi rozvoj te-
rapeutickych protildtek bude souviset
s identifikaci novych specifickych nado-
rovych antigend, selekci ucinnych proti-
latek a prohloubenim znalosti o kontrole
nadorové transformace imunitnim sys-
témem s cilem vyvinout nové strategie,
které povedou ke klinickému prospéchu
u onkologickych pacienti.
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