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Rekombinantní protilátky a jejich využití 

v protinádorové terapii
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Souhrn
Vývoj rekombinantních terapeutických protilátek je v poslední době jednou z nejrychleji se 
rozvíjejících disciplín aplikovaného bio medicínského výzkumu. Rekombinantní monoklonální 
protilátky nalézají stále větší uplatnění v bio logické terapii řady závažných lidských chorob 
a  jsou v  současné době nenahraditelnou součástí komplexní protinádorové terapie. Tera-
peutické protilátky využívané v klinické praxi prošly značným vývojem. Z prvních protilátek 
produkovaných v myších, které jako vedlejší účinek indukovaly silnou imunitní odpověď, byly 
metodami rekombinantní DNA a genové manipulace vyvinuty plně lidské protilátky s výrazně 
omezenými vedlejšími účinky a zároveň se zvýšenou specifi tou a efektivitou. V této práci jsou 
shrnuty základní poznatky o  terapeutických monoklonálních protilátkách, jejich historický 
vývoj a přehled metodických přístupů vedoucích k vývoji účinnějších, ale také bezpečnějších 
protilátek.
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Summary
Development of recombinant therapeutic antibodies is recently one of the fastest growing 
disciplines of applied bio medical research. Recombinant monoclonal antibodies are increas-
ingly applied in bio logical therapy of many serious human diseases and are currently an 
irreplace able 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 specifi city and effi  cacy, and on the other 
hand with reduced adverse eff ects 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 effi  cacy.
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Úvod

O využití monoklonálních protilátek 
k léčbě nádorových onemocnění se za-
čalo uvažovat teprve nedávno, přesto 
patří v dnešní době mezi úspěšné stra-
tegie léčby onkologických onemocnění 
(hematologických malignit i  solidních 
nádorů). Mechanizmus jejich působení 
je založen na specifické vazbě na po-
vrchové antigeny nádorových buněk. 
Byla popsána řada molekul, které jsou 
u  nádorových buněk mutovány nebo 
nadměrně či aberantně exprimovány 
a následně byly identifi kovány jako po-
tenciální cíle terapeutických protilátek. 
Tyto antigeny se dělí na antigeny speci-

fi cké pro nádory (tumor specifi c antigen) 
a antigeny asociované s nádory (tumor 
associated antigen). Nejčastějšími cílo-
vými molekulami terapeutických proti-
látek jsou CD (cluster of diff erentiation) 
antigeny (např. CD20, CD30  a  CD52), 
receptory růstových faktorů (např. 
HER2/ neu, EGFR, MET), růstové faktory 
(např. VEGF), adhezivní molekuly (např. 
EpCAM a  alfa4- integrin) nebo imuno-
modulační receptory (CTLA- 4  a  PD- 1). 
Mezi způsoby, jak terapeutickými proti-
látkami ovlivnit nádorovou buňku, patří 
inhibice funkce antigenu (např. recep-
toru), přivedení specifi cké toxické látky 
konjugované s  protilátkou (např. cy-

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

Protilátky –  struktura a funkce

Protilátky, imunoglobuliny (Ig), jsou 
molekuly produkované B lymfocyty, 
které mohou v organizmu volně cirku-
lovat v  rozpustné formě nebo mohou 
být vázány na cytoplazmatickou mem-
bránu B lymfocytů jako součást B bu-
něčného receptoru (B cell receptor  –  
BCR). U  savců jsou imunoglobuliny 
podle vlastností těžkých řetězců rozdě-
leny do pěti izotypových tříd, a to IgM, 
IgD, IgA, IgE, IgG. Jednotlivé třídy izo-
typů mají odlišné funkce a  jsou produ-
kovány v  různých fázích imunitní od-
povědi. Primární imunitní odpověď je 
zprostředkována sekretovanými proti-
látkami IgM tvořícími multivalentní mo-
lekulu pěti nebo šesti protilátek, které 
aktivací komplementu napomáhají fa-
gocytóze. IgD jsou exprimovány na na-
ivních B buňkách. Sekretované IgA tvoří 
dimer a nachází se ve slinách, slzách, ko-
lostru a mateřském mléce. IgE se nachází 
zejména v  plicích a  kůži a  hrají důleži-
tou roli při hypersenzitivních a alergic-
kých reakcích. IgG jsou nejhojnějším izo-
typem protilátek v lidském těle a účastní 
se sekundární fáze imunitní odpovědi. 
Lidské IgG se dále dělí na čtyři podtřídy, 
IgG1–IgG4, lišící se množstvím v  séru 
a vazebnou afi nitou k Fc (fragment crys-
tallizable) receptorům na buňkách imu-
nitního systému  [2]. Protilátky izotypu 
IgG mají nejdelší bio logický poločas (při-
bližně 21 dnů), protože se váží na recep-
tor FcRn (neonatal Fc receptor), který se 
nachází v endozomech a podílí se na re-
cyklaci imunoglobulinů pohlcených pi-
nocytózou. Proto je tato třída imunoglo-
bulinů nejčastěji využívána k  produkci 
terapeutických protilátek [3].

Molekuly imunoglobulinů jsou slo-
ženy ze dvou těžkých (H) a  dvou leh-
kých (L) polypeptidových řetězců kova-
lentně spojených disulfi dickými můstky 
do charakteristické struktury ve tvaru 
písmene Y (obr.  1A). Těžké řetězce se 
skládají ze čtyř až pěti a lehké řetězce ze 
dvou strukturně podobných imunoglo-
bulinových domén. Domény na N- konci 
těžkých i lehkých řetězců se označují jako 
variabilní (VH, VL), přičemž každá doména 
obsahuje tři hypervariabilní oblasti CDR 
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Obr. 1A. Schematické znázornění struktury molekuly imunoglobulinu. 

B. Fragmenty protilátek vytvořené proteolytickým štěpením.

ko_2015_S2.indb   53 7.9.2015   9:33:06



2S54

REKOMBINANTNÍ PROTILÁTKY A JEJICH VYUŽITÍ V PROTINÁDOROVÉ TERAPII

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S52–2S59

27 D (diversity) segmentů, 6 J (joining) 
segmentů a  geny pro konstantní části 
těžkého řetězce. Struktura genových 
komplexů kódujících lehké řetězce κ a λ 
je podobná, ale obsahuje menší počet 
V  a  J  segmentů a  D segmenty chybí 
úplně (obr.  2). V  progenitorech B lym-
focytů (proB) dochází k D- J přeskupení, 
při němž je vyštěpen úsek mezi náhod-
nými D a J segmenty. Následně je vyště-
pen úsek mezi ně kte rým z V segmentů 
a DJ segmentem vzniklým v předchozím 
kroku (V- D přeskupení). Pokud je pře-
skupením vytvořen produkt, ze kterého 
je syntetizován funkční H polypeptid, je 
další přeskupování na druhém chromo-
zomu zastaveno (jedná se o  alelickou 
exkluzi) a z buňky se stává pre-B lymfo-
cyt. Tato událost dává buňce signál k za-
hájení přeskupování genů pro lehké ře-
tězce, nejprve řetězců κ  a  v  případě 
neúspěchu dochází k přeskupování ře-
tězců λ. Po vytvoření povrchového IgM 
se buňka stává nezralým B lymfocytem 
a po současné expresi IgM a IgD zralým 
B lymfocytem. Již kombinací VDJ  seg-
mentů vzniká značná diverzita, která 
je znásobena nepřesnostmi ve spojo-

cifi ckého proteinu. Fv fragmenty (frag-
ment variable) jsou nejmenší fragmenty 
obsahující kompletní vazebné místo pro 
antigen a jsou tvořeny pouze doménami 
VH a  VL, které jsou drženy nekovalent-
ními interakcemi. Fragmenty protilátek 
nachází díky své menší velikosti využití 
v určitých imunochemických technikách 
a experimentálních aplikacích, kdy např. 
protilátky účinněji pronikají do prepa-
rátu při imunohistochemickém bar-
vení, jsou minimalizována sterická ome-
zení pro vazbu epitopu a dále absence 
Fc  fragmentu omezuje nespecifi cké in-
terakce a snižuje imunogenicitu protilá-
tek při in vivo experimentech [4].

Genetika protilátek

Široké spektrum protilátek schopných 
rozlišit jakýkoli potenciální antigen není 
kódováno přímo v zárodečné linii, této 
diverzity je dosaženo procesem soma-
tické VDJ rekombinace během vývoje 
lymfocytů. Geny kódující řetězce imuno-
globulinů jsou složeny z několika skupin 
sekvenčně příbuzných segmentů, v lid-
ském lokusu pro těžké řetězce se nachází 
přibližně 50  V  (variability) segmentů, 

(complementarity determining region) 
tvořící jedinečnou prostorovou struk-
turu, do které se specificky váže anti-
gen. Variabilní oblasti jednotlivých klonů 
B lymfocytů jsou unikátní. Zbývající do-
mény jsou v rámci daného typu těžkých 
i lehkých řetězců identické a označují se 
jako konstantní (CH1– CH4, CL) [2].

Proteolytickým štěpením imuno-
globulinů je možné získat specifické 
fragmenty (obr.  1B). Pomocí papainu 
vznikají dva identické Fab fragmenty 
(fragment antigen binding), které jsou 
monovalentní a  každý obsahuje jedno 
vazebné místo pro antigen, a  jeden Fc 
fragment, který je tvořen konstantními 
oblastmi těžkých řetězců. Fab jsou tvo-
řeny doménami VH, CH1, VL a  CL, které 
jsou spojeny intramolekulární disulfi dic-
kou vazbou. Štěpení pepsinem, jehož 
rozpoznávací místo se nachází za pan-
tovou oblastí, vede ke vzniku bivalent-
ního fragmentu F(ab’)2, který navíc obsa-
huje krátký úsek Fc fragmentu. Redukcí 
disulfi dových můstků vznikají Fab’ frag-
menty obsahující volnou sulfhydrylovou 
skupinu, která může být využita ke kon-
jugaci enzymu, toxinu nebo jiného spe-

V, D, J sekvence těžkého řetězce                                                                                       V, J sekvence lehkého řetězce

přeskupená DNA

variabilní sekvence lehkého 
a těžkého řetězce tvořící 

vazebné místo pro antigen

Obr. 2. Schematické znázornění VDJ přesmyku genomové DNA těžkého (H) a lehkého (L) řetězce imunoglobulinu.

Znázorněny jsou také oblasti molekuly imunoglobulinu, které odpovídají přeskupeným řetězcům.
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který má k  Fc oblasti připojen recep-
tor pro TNF, a  inhibuje tudíž signalizaci 
TNF-α. Tato protilátka se využívá k léčbě 
autoimunitních onemocnění [12].

Mezi objevem nových technologií 
a  schválením a  uvedením na trh prv-
ních protilátek vytvořených danou tech-
nologií bývá průměrně 9– 13  let pro-
dleva, což je vzhledem k  mnoha fázím 
procesu registrace nového léčiva (pre-
klinického vývoje, preklinických toxi-
kologických testování a  klinických stu-
dií) standardní doba odpovídající jiným 
typům léčiv [13].

Mechanizmy působení 

terapeutických monoklonálních 

protilátek

Terapeutické protilátky mohou působit 
na nádorové buňky různými způsoby 
buď přímo, nebo nepřímo. Přímé účinky 
spočívají v ovlivnění membránových re-
ceptorů nebo proteinů vázaných na bu-
něčném povrchu, růstových faktorů či 
cirkulujících proteinů. Přímé účinky pro-
tilátek mohou být také zprostředkovány 
pomocí toxinů, radioizotopů nebo cy-
tokinů, které jsou kovalentně navázány 
na molekulu imunoglobulinu (imuno-
konjugace). Nepřímé účinky protilátek 
jsou zprostředkovány Fc oblastí protilá-
tek, kdy protilátky po navázání na cílo-
vou buňku aktivují komplement (com-
plement- dependent cytotoxicity –  CDC), 
stimulují efektorové buňky imunitního 
systému (antibody- dependent cyto-
toxicity –  ADCC) nebo regulují aktivitu 
T lymfocytů  [1]. Převážná většina tera-
peutických protilátek schválených ke 
klinickému použití jsou klasické pro-
tilátky první generace, jako např. tras-
tuzumab (Herceptin®, anti-HER2  pro 
léčbu karcinomu prsu), cetuximab 
(Erbitux®, anti-EGFR pro léčbu kolo-
rektálního karcinomu), panitumumab 
(Vectibix®, anti-EGFR) nebo bevacizu-
mab (Avastin®, anti-VEGF pro léčbu ko-
lorektálního karcinomu). Méně často se 
využívají konjugované protilátky, které 
umožňují specifi cké doručení terapeu-
tických látek přímo k  nádorovým buň-
kám, čímž dochází ke zvýšení koncent-
race léčiva v cílové oblasti a zároveň se 
minimalizují vedlejší účinky na zdravé 
tkáně [1]. Přehled monoklonálních tera-
peutických protilátek schválených FDA 

zachovány myší variabilní řetězce, za-
tímco konstantní řetězce jsou nahrazeny 
lidskými [6]. První chimérická protilátka 
abciximab (ReoPro®, k inhibici agregace 
krevních destiček), která je Fab fragmen-
tem, byla na trh v USA uvedena v roce 
1994. Poté byly vyvinuty humanizované 
protilátky, které mají myší sekvence za-
chovány pouze v  hypervariabilní ob-
lasti CDR odpovědné za vazbu antigenu. 
Tato technika se nazývá CDR grafting [7]. 
První humanizovaná protilátka daclizu-
mab (Zenapax®, k  prevenci odmítnutí 
orgánu po transplantaci) byla schvá-
lena v roce 1997. Roky 1997 a 1998 byly 
v historii vývoje terapeutických protilá-
tek přelomem, na trh bylo uvedeno pět 
protilátek a zájem o tuto oblast výzkumu 
prudce vzrostl. V roce 1997 byla schvá-
lena i  první protilátka k  léčbě nádoro-
vého onemocnění rituximab (Rituxan®, 
anti-CD20 protilátka k léčbě hematolo-
gických malignit). Dalším milníkem bylo 
vytvoření plně lidských monoklonálních 
protilátek. K  jejich vývoji bylo potřeba 
vyvinout alternativní strategie, neboť 
imunizace lidí nepřichází z etického hle-
diska v úvahu a dále nebyla k dispozici 
stabilní lidská myelomová linie vhodná 
k vytvoření hybridomu. K pokroku došlo 
teprve s rozvojem metod založených na 
klonování variabilních sekvencí protilá-
tek a jejich selekci prostřednictvím bak-
teriofágů  [8] a  později také přípravou 
trans genních myší (tzv. humanizované 
myši), které mají myší geny pro imu-
noglobuliny nahrazeny lidskými  [9,10]. 
První plně humánní protilátkou uvede-
nou na trh v USA byl v roce 2002 adalimu-
mab (Humira®, inhibitor TNF-α pro léčbu 
revmatoidní artritidy) vytvořený pomocí 
technologie „phage display“, která vyu-
žívá exprese variabilních řetězců na po-
vrchu bakteriofága. Následně schválené 
protilátky panitumumab (Vec tibix®, in-
hibitor EGFR pro léčbu kolorektálního 
karcinomu) v  roce 2006 nebo ipilimu-
mab (Yervoy®, anti-CTLA4  protilátka 
pro léčbu metastatického melanomu) 
v  roce 2011  byly vytvořeny s  využitím 
transgenních myší. Významnou tech-
nologií, jak upravit vlastnosti protilátek, 
je modifi kace Fc fragmentů připojením 
proteinů nebo jejich domén [11]. První 
schválenou fúzní terapeutickou protilát-
kou byl v roce 1998 etanercept (Enbrel®), 

vání jednotlivých segmentů (tzv. spo-
jovací variabilita) a působením enzymu 
terminální transferázy, jež prodlužuje 
konce přeskupených segmentů o krátké 
náhodné N- sekvence. V-D a  D- J  spo-
jení odpovídá hypervariabilní oblasti 
CDR3, která vykazuje nejvyšší diverzitu 
v rámci spektra protilátek. Po styku zra-
lého B  lymfocytu s  antigenem dochází 
k mutacím V segmentů, které dále zvy-
šují variabilitu imunoglobulinů. Všechny 
procesy vedoucí ke vzniku imunoglobu-
linů jsou důsledně kontrolovány a B lym-
focyty produkující nefunkční, nesta-
bilní nebo autoreaktivní protilátky jsou 
odstraněny.

Během terminální diferenciace B lym-
focytu po aktivaci antigenem dochází 
k další rekombinační události, izotypo-

vému přesmyku (class switching), při 
kterém jsou vyštěpovány konstantní 
úseky těžkých řetězců. Izotypové pře-
smyky mohou v  dané buňce probíhat 
několikrát za sebou, dokud jsou pří-
tomny sekvence, které lze eliminovat. 
Typ přesmyku a  výsledný izotyp proti-
látky, který bude buňka produkovat, je 
regulován cytokiny [2].

Monoklonální terapeutické 

protilátky –  historický vývoj

Monoklonální protilátky jsou získá-
vány hybridomovou technologií, kdy 
jsou fúzovány B lymfocyty izolované 
ze sleziny imunizovaných myší a  ne-
smrtelné myší myelomové buňky  [5]. 
Takto vytvořené myší monoklonální 
protilátky se staly významným nástro-
jem pro základní i  aplikovaný výzkum 
a  klinickou dia gnostiku. Brzy se začalo 
uvažovat také o jejich terapeutickém vy-
užití a  první terapeutickou protilátkou 
schválenou FDA (Food and Drug Ad-
ministration  –  Úřad pro kontrolu léčiv) 
v  USA se stal v  roce 1986  muromo-
nab- CD3 (Orthoclone OKT3®, k prevenci 
odmítnutí orgánu po transplantaci). Kli-
nická praxe však ukázala, že podávání 
čistě myších protilátek vyvolává silnou 
imunitní odpověď organizmu, což za-
bránilo jejich širšímu využití. Vývoj no-
vých generací terapeutických protilátek 
byl umožněn výraznými pokroky v tech-
nologiích genového inženýrství a  re-
kombinantní DNA. Nejdříve byly vytvo-
řeny chimérické protilátky, které mají 
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tilátkou konjugován enzym konvertující 
netoxickou látku v  látku cytotoxickou. 
Po podání netoxické látky dochází k její 
konverzi specifi cky v oblasti nádoru [20].

Protilátky druhé generace s  cíleně 
změněnou glykosylací v oblasti Fc frag-
mentu byly připraveny genovou mani-
pulací za účelem posílení ADCC. První 
schválenou protilátkou je obinutuzumab 
(Gazyva®, anti-CD20  protilátka k  léčbě 
chronické lymfatické leukemie) [21].

Během procesu přípravy těchto tera-
peutických protilátek často dochází ke 
změnám farmakokinetiky, funkce efek-
toru, velikosti a imunogenicity. Z tohoto 
důvodu je důležité věnovat pozornost 

CD20 [17]. Bispecifi cké protilátky jsou 
protilátky obsahující dva různé Fv frag-
menty rozpoznávající dva různé anti-
geny, např. catumaxomab (Removab®) 
váže CD3 a EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule)  [18]. Potenciálně využi-
telné jsou také imunotoxiny, kdy jsou 
protilátky fúzovány s  bakteriálními to-
xiny Pseudomonas exotoxin A, Diphte-
ria toxin nebo rostlinnými toxiny gelo-
nin a ricin, které zprostředkovávají smrt 
nádorové buňky inhibicí proteosyntézy, 
a  proto je tento mechanizmus účinný 
také v případě nedělících se buněk [19]. 
Antibody directed enzyme prodrug 

therapy (ADEPT) je přístup, kdy je s pro-

k  léčbě onkologických onemocnění je 
uveden v tab. 1 [14,15].

ADC (antibody drug conjugate) jsou 
monoklonální protilátky chemicky kon-
jugované s  cytotoxickými látkami, ze-
jména látkami inhibujícími organizaci 
mikrotubulů. V současné době jsou re-
gistrovány dvě protilátky  –  brentuxi-
mab vedotin (Adcetris®) a trastuzumab 
emtansine (Kadcyla®), obě konjugované 
s toxiny mikrotubulů [16]. Další varian-
tou jsou monoklonální protilátky kon-

jugované s  radioaktivními izotopy. 
Registrovány jsou protilátky ibritumo-
mab tiuxetan (Zevalin®) a  tositumo-
mab- 131I (Bexxar®), které jsou cíleny na 

Tab. 1. Přehled terapeutických protilátek využívaných v terapii onkologických onemocnění schválených FDA. Převzato z [14,15].

Název protilátky Obchodní název Antigen Indikace Formát protilátky
Rok 

schválení

dinutuximab Unituxin™ GD2 neuroblastom chimérická, IgG1 2015

nivolumab Opdivo® PD1 melanom lidská, IgG4 2014

blinatumomab Blincyto® CD19, CD3 akutní lymfatická leukemie myší bispecifi cký tandemový 
fragment scFv 2014

pembrolizumab Keytruda® PD1 melanom humanizovaná, IgG4 2014

ramucirumab Cyramza® VEGFR2 rakovina žaludku lidská, IgG1 2014

siltuximab Sylvant™ IL-6 Castlemanova choroba chimérická, IgG1 2014

obinutuzumab Gazyva® CD20 chronická lymfocytární 
leukemie 

humanizovaná, IgG1, 
modifi kovaná glykosylace 2013

ado-trastuzumab 
emtanzin Kadcyla® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1, 

imunokonjugát toxinu 2013

pertuzumab Perjeta® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1 2012

brentuximab 
vedotin Adcetris® CD30 Hodgkinův lymfom, anaplas-

tický velkobuněčný lymfom
chimérická, IgG1, 

imunokonjugát toxinu 2011

ipilimumab Yervoy® CTLA-4 metastatický melanom lidská, IgG1 2011

ofatumumab Arzerra® CD20 chronická lymfocytární 
leukemie lidská, IgG1 2009

panitumumab Vectibix® EGFR kolorektální karcinom lidská, IgG2 2006

bevacizumab Avastin® VEGF kolorektální karcinom humanizovaná, IgG1 2004

cetuximab Erbitux® EGFR kolorektální karcinom chimérická, IgG1 2004

ibritumomab 
tiuxetan Zevalin® CD20 nehodgkinské lymfomy myší, IgG1, imunokonjugát 

radioizotopu 2002

alemtuzumab
MabCampath®, 
Campath-1H®

Lemtrada®
CD52

chronická myeloidní 
leukemie*

roztroušená skleróza
humanizovaná, IgG1

  2001*

2014

trastuzumab Herceptin® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1 1998

rituximab MabThera®, Rituxan® CD20 nehodgkinské lymfomy chimérická, IgG1 1997

*MabCampath® pro indikaci CML stažen z trhu a distribuován jako Lemtrada® pro léčbu roztroušené sklerózy.
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riofág M13, přičemž kódující sekvence 
protilátek jsou fúzovány s  genem pro 
plášťový protein pIII a fragmenty protilá-
tek jsou tak vystaveny na povrchu bakte-
riofága. Tímto způsobem je propojen fe-
notypový projev, fragment protilátky na 
povrchu bakteriofága, s genotypem, nuk-
leotidovou sekvencí kódující protilátku.

První krok k přípravě knihovny je izo-
lace kvalitní RNA z  vybraných buněk 

využívaná k produkci protilátek s defi no-
vanou specifi tou k  jakémukoli antigenu. 
Tato technologie se rozšířila díky zavedení 
metody phage display, která umožňuje 
vystavit peptidové sekvence na povrchu 
bakteriofágů a podrobit je opakované se-
lekci vůči specifi ckému antigenu (obr. 3). 
Phage display je tak analogií přirozené se-
lekce protilátek in vivo  [8]. Pro účely se-
lekce protilátek je nejvhodnější bakte-

výběru cílových antigenů i optimálních 
protilátek, včetně typu konstruktu re-
kombinantní protilátky a  terapeutic-
kého přístupu.

Klonování protilátek –  knihovny 

protilátek

Příprava knihoven lidských protilátek 
z přirozeně variabilních (naivních) zdrojů 
je v současné době zavedená technologie 

VH fragmenty VL fragmenty

selekce fágů exprimujících scFv
s vysokou afinitou k antigenu

navázání scFv
k imobilizovanému 

antigenu

amplifikace v E. coli 
a opakovaná selekce

selektované VH a VL fragmenty 

 kódující scFv specifické k antigenu  

populace B lymfocytů

PCR amplifikace

ligace fragmentů do 
vektoru a produkce fágů

Obr. 3. Schéma postupu přípravy protilátek metodou phage display.
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sníženy jejich vedlejší účinky, a naopak 
novými technologiemi byl zesílen jejich 
terapeutický potenciál. Další rozvoj te-
rapeutických protilátek bude souviset 
s identifi kací nových specifi ckých nádo-
rových antigenů, selekcí účinných proti-
látek a prohloubením znalostí o kontrole 
nádorové transformace imunitním sys-
témem s cílem vyvinout nové strategie, 
které povedou ke klinickému prospěchu 
u onkologických pa cientů.
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afinitou a  velmi nízkou imunogenici-
tou přímo po imunizaci cílovou moleku-
lou. Klinické testy ukazují, že takto pro-
dukované terapeutické protilátky jsou 
velmi dobře tolerovány a  jsou klinicky 
aktivní. Těchto úspěchů bylo dosaženo 
díky pokrokům v  technikách genové 
manipulace s buňkami savčích embryí. 
Pro úspěšnou expresi lidských protilátek 
v transgenních myších je nezbytné, aby 
vložené lidské sekvence funkčně nahra-
dily endogenní imunoglobulinové sek-
vence v B lymfocytech a podléhaly všem 
procesům v průběhu vývoje lymfocytů, 
jako jsou VDJ  rekombinace, somatické 
mutace a  přesmyk izotypových tříd, 
a  zároveň ovlivňovaly funkci, diferen-
ciaci a  přežití B lymfocytů. První trans-
genní myši měly do svého genomu vlo-
ženu pouze malou část VDJ segmentů, 
a  přesto produkovaly funkční a  speci-
fické protilátky proti antigenům, kte-
rými byly imunizovány [9,10]. Následně 
bylo vyvinuto mnoho kmenů transgen-
ních myší s rozšířeným spektrem varia-
bilních genových segmentů a nedávno 
bylo publikováno vytvoření transgen-
ních myší s kompletně humanizovanými 
variabilními sekvencemi, kdy bylo do 
těchto myší vloženo až šest milionů bází 
DNA [28,29].

Produkce terapeutických protilátek 
probíhá ve velkoobjemových zařízeních, 
ve kterých je nutno dodržovat specifi cké 
postupy, aby byla zajištěna vysoká kva-
lita vyhovující standardům pro výrobu 
léčiv. Využívají se zejména tkáňové kul-
tury savčích buněk, např. CHO (chinese 
hamster ovary) nebo hybridomové linie. 
Fragmenty protilátek mohou být s úspě-
chem produkovány v bakteriálních kul-
turách. Výzkum se zaměřuje také na 
využití kvasinkových systémů Pichia pas-
toris, transgenních rostlin, mléka nebo 
vajec transgenních živočichů.

Závěr

Vývoj monoklonálních protilátek k léčbě 
nádorových onemocnění je jedním z vě-
deckých úspěchů uplynulých let a vyu-
žití terapeutických protilátek patří mezi 
nejrychleji se rozvíjející oblasti protiná-
dorové léčby. Terapeutické protilátky 
prošly výraznou evolucí, jejich transfor-
mací z myších protilátek přes chimérické 
a humanizované až k plně lidským byly 

(např. mononukleární buňky z periferní 
krve). Tato RNA je reverzní transkriptá-
zou přepsána do cDNA, která je použita 
jako templát pro PCR amplifi kaci VH a VL 
řetězců s využitím primerů specifi ckých 
pro konstantní oblasti VH a VL řetězců. 
Takto jsou amplifikovány přeskupené 
variabilní oblasti celého repertoáru imu-
noglobulinů, které odráží specifi tu všech 
protilátek daného jedince. PCR produkty 
jsou ligovány do vektorů, které umožňují 
exprimovat VH a VL řetězce jako scFv (sin-
gle chain fragment variable) fúzované ke 
kapsidovému proteinu pIII. Takto lze při-
pravit knihovny tvořené 108– 1011  uni-
kátními klony, které jsou podrobeny 
3– 4 cyklům selekce a amplifi kace, při níž 
jsou selektovány klony s vysokou specifi -
tou a afi nitou k antigenu. Zvolené klony 
mohou být podrobeny analýze vazeb-
ných vlastností a geny kódující VH a VL ře-
tězce sekvenovány. Solubilní scFv frag-
menty mohou být snadno exprimovány 
v bakteriích a purifi kovány.

Screening knihoven umožňuje pří-
pravu protilátek specifi ckých k  jakým-
koli antigenům, včetně toxinů nebo pro-
teinů, které jsou konzervovány v rámci 
savčích buněk a  lze je obtížně připra-
vit imunizací. Během selekce je možné 
navíc získat množství různých protilá-
tek pokrývajících široké spektrum epi-
topů. Syntetické monoklonální pro-
tilátky mají relativně nízkou afinitu 
k  antigenu, a  proto byly vyvinuty me-
tody napodobující proces zvyšování 
afi nity (affi  nity maturation), jejichž vý-
sledkem jsou kompletní syntetické 
protilátky [22,23].

Phage display není jediná metoda se-
lekce protilátek. Alternativní metody 
jsou mRNA display  [24] a  ribozomový 
display scFv fragmentů [25], kdy selekce 
probíhá při in vitro translaci nebo vysta-
vení scFv a  Fab fragmentů na povrchu 
bakterií [26] či kvasinek [27].

Transgenní myši

Transgenní myši mají do svého genomu 
včleněny geny pro lidské imunoglobu-
liny, zatímco endogenní lokusy jsou inak-
tivovány. Tyto transgenní myši produkují 
celou škálu protilátek syntetizovaných 
z  lidských genových sekvencí, a  proto 
mohou být využity k získávání lidských 
monoklonálních protilátek s  vysokou 
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