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ZKkratky:

5-FU

ADCC
ATHA
ALCL
AMK
AML
APRIL
ATP

BAFF
BAX
BCL2
BCMA

cbe
CDEG
CDR
CEA
CHOP
CLL
CMV
CNS
CR
CTLA4

DLBCL

5-fluoruracyl

antibody dependent cellular cytotoxicity, cytotoxicita zavisla na bunkach
autoimunitni hemolytickd anémie

anaplasticky velkobunéény lymfom

aminokyselina

akutni myeloidni leukémie

proliferation-inducing ligand

adenosintrifosfat

aktivacni faktor B-bunék
BCL2-associated X protein, proapoticky protein
B-CLL and lymphoma, antiapopticky protein

B-cell maturation antigen

komplement

complement dependent cytotoxicity, cytotoxicita zavisla na komplementu
complement depending cellular toxicity

complement determining regions

carcinomembryonic antigen

cyklofosfamid, hydroxydaunorubicin, vinkristin, prednison

chronické lymfaticka leukémie

cytomegalovirova infekce

centralni nervovy systém

kompletni remise

cytotoxicky T-lymfocyt A4

diftzni velkobunéény B-lymfom



EGFE
EGFR
ER
ERBB

FDA
FL

G-CSF

GDP
GM-CSF
GTP

HAMA
HB-EGF
HER

HL
HLA
HRS

IGF
IL
ITP

JNK
JINKK

endotelialni rastovy faktor
receptor pro epidermdlni ristovy faktor
epratuzumab plus rituximab

erythroblastosis B

The US Food and Drug Administration
folikularni lymfom

granulocyte colony stimulating factor, faktor stimulujici kolonie
granulocyt

guanosindifosfat

granulocyte — macrophage colony — stimulating factor

guanosintrifosfat

human antimouse antibody

heparin — binding EGF

human epidermal (growth factor) receptor
Hodgkinsky lymfom

human leukocyte antigen, lidské leukocytarni antigeny

Hodgkinsky a Reed-Sternberglv lymfom

insulin-like growth factor, rGstovy faktor podobny inzulinu
interleukin

idiopaticka trombocytopenicka purpura

jun N-termindlni kindza

JNK aktivovana kinaza



MAC membrane attack komplex

MALT mucosa associated lymphoma tissue

MAPK mitogen activated proteinkinase, mitogeny aktivovana protein kinaza
mCRC metastaticky kolorektalni karcinom

MoAb monoklonalni protilatky

mTOR mammalian target of rapamycin

MVD microvessel density

N

NCCN National Comprehensive Cancer Network

NHL non-Hodkgin lymphoma, nehodgkinské lymfomy
NK natural killer

NSCLC nemalobunéény karcinom plic

0

ORR celkova lécebna odpovéd

OR overall response rate

P

PI3K phosphatidylinositol-3-kinasa

PKB proteinkindza B

PTEN phosphatase and tensin homolog

PGF placenta growth factor

R

RANKL receptor activator for nuclear factor kB ligand, ligand pro receptor

aktivujici nuklearni faktor kB

RR relativni riziko

SCCHN spinocelularni karcinom hlavy a krku



TACI

TGF-a
TNF

T-PLL
TRAIL

VEGE
VEGFR
VGF

transmembrane activator and calcium modulator and cyclophylin ligand
interactor

transforming growth factor alfa

tumor necrosis factor

T-prolymfaticka leukémie

TNF — related apoptosis — inducting ligand

vaskularni endotelidlni ristovy faktor
receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor

vaccinia virus growth factor



1. Uvod

Monoklonalni protilatky jsou produkovany pouze jednim klonem B-lymfocytu, a
tudiz vykazuji stejnou antigenni specifitu. Diky tomu maji schopnost se vazat na
epitopy konkrétnich povrchovych nadorovych antigent nebo solubilnich proteint.
(Klener et al., 2009)

Monoklondlni protilatky jsou uplatiovany jak v diagnostice, tak v terapii celé
fady onemocnéni. Kromé jejich pouziti v onkologii a transplantaéni mediciné nelze

opomenout jejich tlohu v 1é¢bé autoimunitnich chorob (Sobotkova et al., 2008).

V této praci se budu zabyvat pouzitim monoklonalnich protilatek v nddorové

terapii.

2. Cilena terapie

V poslednich desetiletich, diky nutnosti lep§iho porozuméni piemény normalni
buikky v buiiku nadorovou, vedlo badatele k vyvoji novych 1€kl nazyvanych cilena
terapie — targeted therapy.

Termin cilena terapie poukazuje na léky, které se selektivné zaméfuji na
specifické molekularni drahy, které jsou zapojeny do rozvoje nadorti nebo jejich
progrese. I kdyz tradiéni cytotoxickd chemoterapie demonstruje néjaky stupeil
selektivity tim, Ze se zaméfuje na nadorové buriky, neni béZné povazovana za cilenou
terapii. Je méné selektivni a ovliviiuje drahy, které jsou bézné jak pro nadorové buiiky,
tak i pro buriky normalni. Ale ve skute¢nosti rozdil mezi vice béznou chemoterapii a
terapii cilenou se zda byt spiSe strojeny, nebot’ obé mtzou ovliviiovat normalni signalni

drahy, coz muze zpusobit systematickou toxicitu (Sledge, 2005).

3. Historie

Myslenka existence séra s aktivitou proti patogenim a toxinim se datuje jiz
koncem 19. stoleti, kdy Behring objevil, ze smrtelnému uGc¢inku podanim velkého
mnozstvi tetanového toxinu kralikim lze predchazet imunizaci zvifat sérem ziskaného
z jinych kraliki, ktefi jiz dfive byli 1é¢eni podanim minimalné neletdlni davky toxinu.
Behring spravné usoudil, Ze sérum musi obsahovat anti-toxin se specifickou aktivitou

proti tetanu (Behring. 1890).

Zatimco séroterapie k 1éébé tetanu a zaskrtu byla vyvinuta v nésledujicich
letech, jeden z Behringovych kolegli, Ehrlich, na pfelomu stoleti jako prvni pfipustil

moznost pouziti séroterapie k 1é¢bé nadorového onemocnéni (Ehrlich, 1900).
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Vroce 1968 byla Porterem (Porter. 1967) a Edelmanem a kolektivem

charakterizovana struktura piedpokladaného anti-toxinu (Edelman et al., 1968) jako

imunoglobulinu, ktery ma dnes v$eobecné znamou strukturu pismene Y. Jen o néco
malo pozdé&ji, v roce 1975, Kohler a Milstein zvetejnili vysledky jejich prace popisujici
produkci hybridomové bunééné linie schopné produkovat monoklonalni protilatky
(MoAbs): polyklonalni protilatky jsou u zvifat produkovény opakovanou imunizaci
cilenymi antigeny; protilatky produkovany B-lymfocyty jsou poté izolovany a diky
hybridizaci s my$i myelomovou bunéénou linii se stavaji nesmrtelnymi (Kohler et al.,
19751,

V roce 1983 prukopnici vyzkumu monoklonélnich latek véfili, Ze zacCala nova
éra nadorové terapie a Ze je poprvé v ¢innosti skutecna specifickd a cilena terapie
pouzivajici hybridomovou technologii k produkci monoklondlnich protilatek se
znamenitou specifitou. Z klinickych studii na zvifatech bylo také ziejmé, Zze
monoklonélni protilatky by mohly byt prostifedkem, ktery by pfinesl do klinické praxe
imunokonjugativni terapii vznikajici konjugaci monoklonalni protilatky s léky, toxiny
nebo radioizotopy. Vyuziva specifitu monoklonalni protilatky k dopraveni latky se
zdokonalenou usmrcujici schopnosti pfimo do nadorovych bunék. Takto zacala éra
terapie monoklonalnimi latkami, stejné jako imunokonjugativni terapie.

Ackoliv tu bylo obrovské pozdvizeni i skepticismus kviili novému mozZnému
zpusobu 1é¢by (pouziti formy biologické terapie s vyznadnou specifitou u pacienti
s pokro¢ilym stadiem rakoviny), byly tu také problémy a omezeni. Jak pfedstavuje
tabulka 1, my$i monoklonalni protilatky mély toxické projevy, které sekundarné vedly

ve vét§iné pripadl k interakcim s cilovym antigenem (Dillman et al.. 1986). Nicméné

jejich hlavni omezeni byla imunogenita. My$i proteiny jsou vysoce imunogenni, a proto
se brzy zjistilo, Ze se muzZe pacientovi srakovinou podat jen né&kolik malo infuzi
s témito cizimi proteiny kvili rozvoji HAMA (human antimouse antibody) (Dillman,
1990).

Dalsi zfejmy problém rychle nastal, kdyZ néktery z antigenti nachazejici se na
povrchu nadorovych bunék moduloval zpovrchu buriky do cirkulace po pfipojeni
protilatky. Modulace miZe byt také disledkem internalizace komplexu. Bylo zjiSténo,
7e toto mlze predstavovat terapeutickou vyhodu pouzitim protilatky jako nosice, aby
osvojeni toxické komponenty z imunokonjugatu ho délalo potencialné vice terapeuticky

aktivnim.
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V roce 1983 bylo identifikovano jen mélo antigenti nachazejicich se pouze na
nadorovych butikdch a probéhlo hodné debat o specifité¢ téchto antigenll. Spousta
antigent, pro které byly monoklonalni protilatky zhotoveny, byly antigeny embryonalni
nebo antigeny vyskytujici se na nddorovych i normalnich buikach. I kdyz byla specifita
protilatek na antigen vytena, specifita pro protilatky a imunokonjugity na rakovinu
nebyla absolutni.

Jedna docela jasna vyjimka se vyskytla na za¢atku 80. let 20. stoleti, kdyz Miller
a kolektiv (Miller et al, 1982) vyvinuli monoklonalni protilatku na idiotyp z bun¢k B-

lymfomt. Prvni pacient, kterému byla tato anti-idiotypovéa protilatka podana, mél
kompletni odpovéd na terapii a jeho lymfom pieSel do celkové remise, ktera trvala
tada idiotypovych vakein, které jsou ve III. fazi studii na pacientech s nizkym stupném

folikularniho lymfomu (FL) (Hurvitz et al., 2005). Tyto anti-idiotypové vakciny budou

pravdépodobné prvni opravdovou na miru délanou protinadorovou vakcinou schvalenou

k terapeutickému pouziti.
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Tab. 1 Ve studiich zji§téné toxické u¢inky monoklonalnich protilitek (Oldham et
al.. 2008).

Teplota

Zimnice

Zarudnuti
Piecitlivélost
Kopiivka

Vyrazka
Nauzea/zvraceni
Bronchospasmus*
Dyspnoe
Hypotenze/tachykardie
Anafylaxe

Sérova nemoc
Zvyseni kreatininu
Bolest hlavy

*Pulmondlni toxicita (dyspnoe, bronchospasmus, etc.) byla nejcastéji zZpozorovdna

s cirkulaci antigenii v pribéhu MoAb infiize.

Hlavnim omezenim terapie mysimi monoklonalnimi protilatkami byla
imunogenita mysich protein®; $kala investigitor ptedpokladala, aby terapie
monoklonalnimi protilatkami byla opravdu usp&sna, bude nezbytné pouZiti lidskych
nebo humanizovanych protilatek. Jiz pfed 25 lety bylo zndmo, Ze polocas rozpadu
mysich monoklondlnich protilatek v krevni cirkulaci je kratky, a kvali tomu HAMA
piidla s kazdou infizi mysich monoklonalnich protilatek rychleji. Pfedchozi studie
lidskych imunoglobulind dokézala jeho o mnoho delsi polocas rozpadu. Predvidala, ze
jednou lidské a humanizované protilatky budou dostupné a Ze terapeutickd ucinnost
monoklonalnich protilatek a jejich imunokonjugati muze byt znacné zdokonalena
(Oldham, 1983).

O 25 let pozdgji byl v tomto oboru u¢inén vyznamny pokrok. FDA (The US

Food and Drug Administration) schvélila 21 monoklonalnich protilatek a z toho Sest
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ptimo pro nadorovou terapii (tab. 2). Tento meznik se datuje na listopad 1997, kdy se

rituximab stal prvni monoklondlni protilatkou schvalenou pro nadorovou terapii

(Dillman, 1997).

Tab. 2 Monoklondlni protilatky schvilené FDA pro nidorovou terapii (Oldham et
al., 2008).

Nizev Typ Cil Klinické pouziti

Rituximab chiméricka CD20 NHL

trastuzumab  humanizovandé ErbB2 C. prsu

bevacizumab humanizovana VEGF Kolorektalni c.

alemtuzumab humanizovand CD52 CLL

Cetuximab chiméricka EGFR  Kolorektalni c.

panitumumab Lidska EGFR  Kolorektalni c.
Zkratky: NHL — non-Hodgkiniiv lymfom, VEGF — vaskuldrni endotelidlni rustovy faktor,
CLL — chronickd lymfatickd leukémie, EGFR — receptor pro epidermdlni riistovy faktor

4. Struktura a funkce lidskych protilatek

Imunoglobuliny nebo protilatky jsou molekuly ve tvaru pismene X
s molekulovou hmotnostni okolo 150kDa. Skladaji se ze ¢tyt kovalentné vazanych Casti,
a to ze dvou lehkych Fetézch a dvou t&zkych fetéze. Oba typy fetézel maji konstantni
&ast, kterd se nachdzi na tomtéZ misté u vSech imunoglobulini stejn¢ho isotypu, a
jedinou variabilni &ast obsahujici misto pro vazbu antigenu a umisténou na dvou
kratkych ramenech molekuly.

Fab fragment (antibody biding) mtize byt papainem odstépen od Fc fragmentu
(crystalline) (obr. 1).

Fab fragment obsahuje variabilni domény, které se samy o sob¢ skladaji ze tii
hypervariabilnich aminokyselin uspofadanych v sekvenci, kterd je odpovédna za
specifitu protilatky (CDR — complementarity determining regions).

Fc fragment obsahuje pouze konstantni ¢ast ze dvou tézkych fetézen, ktera
uréuje isotyp protilatky (IgA, IgD, IgE, IgG, I1gM) a slouZi jako vazebné misto pro
komplement a leukocyty.

Cirkulujici protilatky chrani hostitelsky organismus dvéma zpusoby:

e pifmou vazbou a neutralizaci toxind

14



e aktivaci imunitni odpovédi, pfedevsim dvéma cestami:

o vazbou a aktivaci komplementu Clq na Fc fragmentu a naslednou
formaci komplexu, ktery rozklada cilovou buiiku (CDC — complement
dependent cytotoxicity = komplementem zprostfedkovana toxicita)

o iniciaci celuldarni odpovédi (ADCC - antibody dependent cellular
cytotoxicity) vyskytujici se na receptorech, na které se vaze Fc fragment
(CD16, CD32 a CD64) na pfirozenych buné&nych zabijacich, kterymi
jsou monocyty a makrofagy, ktefi zabiji cilenou bufiku opsonizaci.

Riizné isotypy a podtiidy imunoglobulinti maji schopnost aktivovat riznou
odpovéd: zatimco lidské IgM protilatky téméf vyhradné aktivuji komplement, IgG
isotypy (predeviim podtiidy IgG1 a 1gG3) vedou k silné CDC.

variabilni .
N e
N . Oblast %~ \i.e  vazebné misto
34 lehky < pro antigen
NHg* felézec NHq*

Schematicky
nikres IgG .
konstantni

~ oblast

tezky
fetézec

coo- COoOr

Obr. 1 Struktura imunoglobulinu (Kodicek, 2007).

5. Vyroba monoklonalnich protilatek — genetické inzenyrstvi

Mysi monoklonalni protilatky plvodng trp&ly dvéma hlavnimi nedostatky. Jejich
pivod hlodavee vedl k jejich rozpoznani hostitelskym imunitnim systémem a vyvinula
se HAMA. HAMA nejen, Ze vedla k eliminaci a inaktivaci mysich protilatek po
opakovaném podani, ale také vedla k alergickym reakcim, které mnohdy vyustily az

v anafylakticky %ok, coz velmi omezovalo moznost opakovaného podani téchto latek.
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V disledku rozdild mezi my$im a lidskym imunitnim systémem mySi Fc
fragment narusoval moznost vyvolani CDC a ADCC, coZ omezilo terapeutické
mozZnosti.

Aby se pickonaly tyto problémy, byly pivodni my$i molekuly postupné
konstruovéany s cilem minimalizace imunogenity.

Jak jiz bylo zminéno vySe, mysi monoklondlni protilatky indukovaly silnou
imunitni odpovéd na cizi mysi globuliny, coz omezovalo jejich pouZiti. Genetické
inZenyrstvi umoznilo vyvoj humanizovanych protilatek, a tudiz zvysilo jejich

terapeutickou u¢innost (Stocchi et al., 1998).

V prvnim kroku byly konstantni domény mysich molekul nahrazeny jejich
viastnim lidskym prot&jskem vedoucim k latkdam, které se nazyvaji chimérické

protilatky (Osbourn et al., 2003). Chimérické protilatky jsou ze 65 — 90% lidske a

sestavaji se z mysich variabilnich ¢asti, které umozZiiuji rozeznani antigenu (Stocchi et
al., 1998). Lidska genové sekvence byla brana z kappa lehkého fetézce a [gG1 té€zkeho
fetézce. Podtiida IgG1 byla vybrana jako nejvice efektivni v aktivaci komplementu a
cytotoxickych efektorovych bunék.

Jako dal3{ vyhodou nahrazeni pfiblizné dvou az tii molekul lidského proteinu
bylo, Ze vyslednd molekula mé&la sniZzenou imunogenitu, coz umoznilo prodlouZeni
poloéasu rozpadu a opakovanou aplikaci.

Dal§i rafinaci této strategie byly zkonstruovany humanizované protilatky
pienesenim mysi CDR do lidskych protilatek s vyslednou molekulou, ktera byla z cca
95% lidského piivodu. Viechny schvilené monoklonalni protilitky pouzivané v dnesni
dobé& v protinadorové 1é¢bé jsou bud’ chimérické nebo humanizovane.

Dalsi vyvoj vedl k produkci plng humannich protilitek. Jelikoz lidé nemohou
byt vakcinovani k produkci protilatek proti vlastnim antigenim, byly vyvinuty jiné
metody véetné pieneseni imunoglobulind do mysi, které mohly byt nasledné
vakcinovany, coz vedlo k produkei lidskych protilatek (the HuMab Mouse™) nebo
{iplné obchazeni potteby imunizace produkei protilitek v knihovnach (Osbourn et al.,
2003).

Pro zlepSeni penetrace do rozsahlého nevaskulizovaného nadoru, predevsim do

solidnich nadort, byly konstruovany malé fragmenty protilatek. Jednofetézcova
variabilni Fv &st se sklada jen z jedné variabilni domény tézkého fetézce a z jedné
variabilni domény fetézce lehkého, které jsou kovalentné navazany kratkou peptidovou

vazbou. Tyto fragmenty mohou byt pouzity k dopraveni radioizotopli nebo leku do
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nadoru. Byly také navrzeny protilatky, které vazi dvéma rameny riizné antigeny, a tudiz
maji schopnost vazat dva riizné antigeny. Jedno rameno se vaZe na nadorové bunky a
druhym atrahuji efektorové buiky. Tato struktura zvySuje ADCC tim, Ze aktivuje
pomocné buiiky imunitniho systému hostitele (T-lymfocyty, makrofagy a NK-burky)
(Scott et al., 2001).

6. Mechanismus u¢inku MoAb
6.1. Zabijeni nadorovych bunék aktivaci imunitniho systému

Fc fragment je dillezity spousté¢ imunitniho systému (obr. 2). CDC se projevi
po tom, co se komplement navaze na Fc fragment protilatky, ktery se navazal na
cilovou buiiku. Vysledkem je 1yza buiiky a ptitaZeni efektorovych bunék k nadorovym
butikam. ADCC se vyskytuje, kdyz IgG, které je napojeno na cilovou buiiku, rozpozna
pomoci Fc fragmentu receptory na efektorovych burkach. To vyasti  k lyze
zprostiedkované butikou nebo fagocytdze tumorovych bunék. Trastuzumab, rituximab a

alemtuzumab plisobi ¢asti téchto mechanism.
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Obr.2 Schéma ti¢inku monoklondlnich protildtek (Adam et al.. 2005).

(ADCC = antibody dependent cell-mediated cytotoxicity, C = komplement, G-CSF =
granulocyte colony stimulating factor, GM-CSF = granulocyle — macrophage colony —
stimulating factor, MAC = membrane attack komplex, NK = natural killer, TNF =

tumor necrosis factor)

6.2. Inhibice signdlu transdukce

Navazani monoklonalnich protilatek na receptory ristovych faktord tumorovych
bungk blokuje navézani endogennich ligandd, kter¢ vede kinhibici fosforylace
receptorti pro protein s tyrozinkindzovou aktivitou a inhibici downstream proteint.
Monoklonalni protilatky, které plisobi timto mechanismem, jsou: trastuzumab (anti-
ERBB2), cetuximab (anti-EGFR) a bevacizumab, ktery blokuje angiogenezi navazanim
se a vylenénim ligandu z receptoru pro vaskularni endotelidlni rlstovy faktor

(VEGFR) (Kreitman, 1999).
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7. Klasifikace monoklonalnich protilatek
7.1. Nekonjugované protildatky

Protilatky, které zptisobuji smrt nadorovych bunék prostfednictvim aktivace
efektorovych bundk mechanismy ADCC, CDC, blokem interakci mezi receptorem a

ligandem nebo indukci apoptozy.

7.2. Konjugované protilatky

Neékteré protilatky nezpiisobuji bunéénou smrt samy o sob€, ale misto toho
slouz{ k dopraveni radioizotopti, toxinfl, enzymi nebo cytostatik do tumoru. Specifické
zacileni cytotoxickych latek do nadorovych bunek méd potencidl k dosaZeni jejich
vysoké koncentrace v misté nadoru, a to bez vedlejsich ucinkd, které jsou pfi
systémovém podani limitovany davkou.

Radioimunokonjugaty selektivné dopravi radiaci do mista nadoru. Vysoko
energetické radionuklidy, které vyzafuji p Castice, jako jsou ytrium-90 a jod-131, jsou
rutinné vybirany k terapeutické aplikaci. Jejich cytotoxicita zavisi na farmakokinetice
protilatky, lokalizaci a zadrzovéni radionuklidu. Zdravé tkénég, pfedevsim kostni dfen,
jsou kvili silné emisni energii také poskozovany. Timto mechanismem zabijeji
nadorové buiiky °Y-ibritumomab tiuexetan (anti-CD20) a B

CD20).

I-tositumomab (anti-

Rostlinné a bakteridlni toxiny (jako jsou ricin, diftericky toxin nebo
pseudomonadovy toxin) mohou byt piipojeny piimo na monoklonalni protilatky. Po
navazani se a internalizaci v buiikdch toxiny pferusi syntézu proteind jiz v nizkych
koncentracich. Ale tyto toxiny také u lid{ vyvolavaji silnou imunitni odpovéd’, ktera

limituje jejich opakované podéani (Kreitman, 1999).

Piimo na monoklonalni protilatky mohou byt také navazany léky jako jsou
doxorubicin a kalicheamicin. Dopraveni kalicheamicinu zprostfedkované protilatkou
umoziiuje klinické pouziti této vysoce Gi¢inné latky, ktera by jinak byla pfilis toxickd na
to, aby se mohla pouZit k systematickému podani.

Monoklonalni protilatky maji synergické pisobeni k chemoterapii a radioterapii.
Soucasné a budouci studie monoklonalnich protilatek s biologickou 1é¢bou by mohly

také ukézat synergické plisobeni s vylep$enymi vysledky (Rayzman et al., 2002).
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8. Cile pusobeni monoklonalnich protilatek
8.1. Antigen CD20

CD20 je transmembranovy protein a je exprimovan v celém vyvoji B-bunek,
vyskytuje se jak na pre-B lymfocytech, tak na zralych B-lymfocytech. Jeho funkce neni
dosud zcela jasna, i kdyZ je zndmo, Ze je spojend s aktivaci B-lymfocytl, regulaci jejich
riistu a fizenim transportu vapniku (Uchida et al.. 2004). Pozoruhodné je, Ze vyznacné
rysy CD20, které vedly ke klinickému rozvoji cilené terapie, jsou vysoce exprimovany

na B-bun&nych lymfomech. Pozoruhodna je stejnd tak skutecnost, Ze neni rychle

modulovan, vylu¢ovan nebo skryt (Cragg et al., 2005).

8.1.1. Nekonjugované anti-CD20 protilatky

8.1.1.1. Rituximab
Viz kapitola 10.

8.1.1.2. Veltuzumab - humanizovani anti-CD20 monoklondlni protilatka: IMMU-
106 (hA20)

I kdyz mél rituximab hluboky vliv na 1é¢bu B-bunééného NHL, predpoklada se,
7e mysi komponenta chimérické protilatky pfispiva k prodlouzeni doby podani infaze a
k infiznim reakcim. Toto popohnalo vyvoj humanizované protilatky anti-CD20.
IMMU-106 neboli hA20 ma vice nez 90% humanizovanou strukturu. Byla provedena
studie na 20 pacientech srelabovanym indolentnim nebo stfedné agresivnim B-
bunéénym NHL. Infuzni reakce se vyskytla u 25% pacientil, ale byla miméjsiho
priibéhu a doba podéni infuze byla podstatné kratsi neZ u rituximabu, kdy primémy cas
prvni infaze trval néco malo pfes 3 hodiny. A navic test na HAMA byl negativni.
Kompletni remise bylo dosazeno ve viech stupnich velikosti davky, dokonce u tii ze

sedmi pacientd v davce 120mg/m” (Morschhauser et al., 2005). Tato data jsou velmi

povzbudiva. Dokonce ukézala i pozitivni odpovéd na 1éCbu, takZe je velmi
pravdépodobné, Ze to povede ke zkouseni veltuzumabu v pfedni linii jak v monoterapii,

tak v kombinaci s chemoterapii.

8.1.2. Radioimunoterapie pouZivand u protilatek anti-CD20
Na zakladg usp&iného klinického pouZiti rituximabu byly anti-CD20 protilatky

kombinovany s radioizotopy ytria **Y) a jodu (*'1), *°Y-ibritumomab tiuexetan a 2
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tositumomab s cilem potencialniho vylepSeni jejich terapeutické ucinnosti (Levene et
al.. 2005). Kdyz byly tyto radioimunokonjugaty podany pacientovi infuzi, cirkulovaly,
dokud se nenavazaly na builky CD20+, které povolily radiaci prostfednictvim
radioaktivnich izotopt. A kromé toho dréha radioizotopl prodlouzila G¢inek ,kiizové
palby”, kterad nejspi§ umoziiuje vyzafované radiaci penetrovat do rozlehlého a tidce
vaskularizovaného nadoru. Schvéleni *°Y-ibritumomab tiuexetanu a "'I-tositumomabu
mélo vyznamny pozitivni efekt na dlouhotrvajici management folikularniho lymfomu.
To umoznilo rozifit $kalu potencialné Gspésnych terapii relabovaného FL a nabidnout
vytetnou reakei a trvani 1édebného Gginku spise jednoduchou, ale elegantni 1é¢ebnou

strategii (Levene et al., 2005).

8.2. Antigen CD22

CD22 se vyskytuje pouze na zralych B-lymfocytech. Vice nez v 90% je
exprimovan u NHL - u DLBCL (diftzni velkobunéény B-lymfom) a u FL (folikularni
lymfom). Piedpoklada se, Ze jeho funkce je nékde v pribéhu aktivace B-bunék, ale neni
jests kompletné definovana. In vivo bylo prokazano, ze mysi B-lymfocyty s chybéjicim
CD22 maji kratii Zivotnost a je u nich zvySena apoptoza. Kdyz se na CD22 navaze jeho
ptirozeny ligand nebo protilatka, poskytne pro-apopticky signél do B NHL bunék (Sato
et al., 1998).

8.2.1. Nekonjugované anti-CD22 protildtky

Humanizovana IgGl monoklondlni protilatka epratuzumab se vaZe na tieti
extracelularni doménu antigenu CD22. Po navéazani je komplex receptor/antigen rychle

internalizovan (Shih et al., 1994, Carnahan et al.. 2003). Na rozdil od rituximabu, ktery

je kB-lymfocytim toxicky, epratuzumab se jevi tak, Ze moduluje aktivaci a
signalizovani B-bunck.

Ve studiich in vivo zahrnoval mechanismus u¢inku ADCC, CD22 fosforylaci a
$ifeni inhibice (Carnahan et al., 2007). Epratuzumab byl hodnocen u dospélych pacienti
s indolentnim a agresivnim B-bun&nym NHL (Leonard et al., 2005). Byla zpozorovana

pHzniva odpovéd na 1é¢bu véetné 43% celkové odpovédi na samotnou terapii

epratuzumabem v davkovani 360 mg/m’ u pacientl s opakujicim se FL (Leonard et al.,

2003).

Dvé posledni studie podpofily myslenku kombinace epratuzumabu

s rituximabem (ER) nebo ER plus CHOP (ER-CHOP). ER byl hodnocen u 23 pacientl
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s relabovanym nebo refrakternim NHL s indolentni nebo stfedné agresivni B-buné¢nou
NHL histologii. Vysledkem bylo zvy$eni CR (kompletni remise) u indolentnich
lymfoméi a RR (relativni riziko) u DLBCL v porovnani se samotnym rituximabem

(Leonard et al., 2005).

8.2.2 Konjugované protilatky anti-CD22

Klinické studie zkoumaly vysledky 1é¢by radiokonjugatem %Y -epratuzumabem.
V této studii tfi ze Sesti pacientd dostdvali infuzi jednou za tyden po 2-4 tydny, u dvou
7 téchto pacientll se objevila hematologickd toxicita limitovana ddvkou. Tato lécba
ukazala vysokou RR u pacientfi s indolentnim i agresivnim lymfomem (Linden et al..
2005).

Dalsi protilatka anti-CD22, ktera se t&i velkému zajmu v klinickych studiich, je
inotuzumab ozogamicin (CMC-544). Tato protilatka je specificky cilend na antigen
CD22, ale také konjugovana s kalicheamicinem, coZ je antibiotikum s protinadorovym

ucinkem (McCarron et al.. 2005).

Kalicheamicin byl zavedeny jako efektivni strategie v 1écbé akutni myeloidni
leukémie (AML) s protildtkou anti-CD33 gemtuzumab ozogamicin. Jeho Gc¢inek je dan
navazanim se na DNA a naslednym rozlomenim dvousroubovice DNA. Kalicheamicin
konjugovany s m5/44 (mysi anti-CD22 monoklonalni protilatka) byl ucinny na modely
B-bun&enych lymfomt in vitro i in vivo a byl dokonce uznén jako vice uéinny nez

konjugace kalicheamicinu a rituximabu (DiJoseph et al., 2004).

8.3. Antigen CD80

CD80 je membranové vézany antigen zapojujici se do regulace T-lymfocytd

(Schultze et al., 1996). U zdravych jedinc se CD80 vyskytuje na povrchu aktivovanych

B-bungk, dendritickych bunék a T-bunék jen mizivé (Vyth-Dreese et al., 1995). Ale na

rozdil od toho je CD80 exprimovan u spousty lymfoidnich malignit zahrnujici napiiklad
FL nebo Hodgkisky lymfom (HL) (Dorfman et al., 1997, Vooijs et al.. 1997).

V porovnani s vyskytem CD20 je CD80 vétsinou exprimovéan s nizsi hustotou. Diky
pon&kud omezené expresi byl CD80 pozdéji identifikovan jako potencialni cil v1éche
lymfatickych malignit. Preklinické studie prokazaly, Ze protilatky anti-CD80 mohou
inhibovat proliferaci lymfomovych bunék a indukovat ADCC (Plumas et al., 1995).
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Galiximab je IgGl-k anti-CD80 monoklondlni protilitka s lidskou konstantni

asti a variabilni &asti primata (cynomulgus macaque) (Younes et al., 2003). Uginek

galiximabu v monoterapii byl vyzkouSen v multicentrické studii na pacientech
s relabovanym nebo refrakternim B-bunéénym folikularnim lymfomem. Pribéh terapie
byl bezpeény bez vyskytu véznych vedlej$ich u¢inkdi a Zadnému z pacientdl se
nevytvofily protilatky proti galiximabu.

V porovnani s rituximabem ma galiximab del$i polocas rozpadu, ktery je
podobny protilatce anti-CD22 epratuzumabu, jez je vrozmezi mezi 2-4 tydny. I kdyz
byla ORR (celkova lé¢ebna odpovéd) jen 11%, u 49% pacientll bylo prokdzino
zmenseni velikosti nadoru. Zajimavé je, e u nékterych pacientd doslo k opozdéni
uéinku a jeden pacient doséhl CR az 1 rok po zadatku terapie. Dva pacienti zistali ve

studii po 22 a 24,4 mésicl bez progrese (Czuczman et al.. 2005).

8.4. Antigen CD52

CD52 je glykopeptid bun&ného povrchu o velikosti 21-28kDa vyskytujici se
prakticky na viech lidskych lymfocytech, monocytech, makrofézich a malé podskupiné
granulocyti. Nevyskytuje se na erytrocytech, krevnich destickach nebo na kmenovych
buiikach kostni diend. Je exprimovan na viech malignich buitkich CLL a indolentnich
B-NHL (Hale et al. 1985: Salisbury, 1994). Alemtuzumab je humanizovana
monoklondlni protilatka namifend proti antigenu CD52 (viz kapitola 13) (Wierda et al.,
2005).

8.5. Antigen CD2

CD2 je transmembranovy glykoprotein, ktery hraje dileZitou roli ve funkei T-
lymfocytt a NK-bunék. CD2 mé dvoji funkci, jako adhesivni molekula a jako co-
stimulativni molekula prostfednictvim G¢inku svého ligandu CD58. CD2 antigen je tak

dobrym cilem pro 1é¢bu T-lymfomt (King et al.. 1996).

Siplizumab je humanizovana IgGlk monoklonalni protiltka, kterd se vaze na
lidsky antigen CD2. Preklinické studie ukazaly, Ze siplizumab zabiji cilové buiky
prosttednictvim ADCC. Lécba mysi zaméfena na zralé lidske T-lymfomové/leukemicke
buiiky siplizumabem vyrazné prodlouzila jejich dobu pfeziti a vedla k ubyvani T a NK-
bunék (Zhang et al., 2003).

Tyto protilatky jsou nyni zkougeny v 1é¢bé T-bunééné leukémie a perifernich T-

lymfoma (Fanale et al., 2007).
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8.6. Antigen CD30

U zdravych jedinct je exprese CD30 omezena pouze na maly pocet
aktivovanych B a T-lymfocyti. CD30 se nachazi na malignich butikach Hodgkinského
a Reed-Sternbergova (HRS) lymfomu a anaplastick¢ho velkobunécného lymfomu
CALCL).

Mezi anti-CD30 protilatky patfi chimérickd protilatka SGN-30 a pIn& lidska
monoklonalni protilatka Iratumomab (Cerveny et al., 2004, Ansell et al., 2004).

8.7. Antigen CD40

CD40 se nachézi na normalnich B-lymfocytech, monocytech a dendritickych
buiikach a navic také na nékolika typech epitelidlnich a endotelialnich bunék. Nachazi
se na B a T-lymfomech, HRS butikach a na nékolika typech ostatnich nadord.

Na aktivovanych T-lymfocytech se prevazné nachdzi CD40L. CD40L ma
rozliéné fyziologické funkce zahrnujici piipravu dendritickych buné€k k aktivaci
cytotoxickych T-lymfocyti CDS8+, selekci a sebeobnovu B-bun€k a zapojeni
imunoglobulinovych izotypl. Na aktivovanych B-lymfocytech, NK-buiikach,
monocytech, basofilech, eosinofilech, dendritickych buiikach, krevnich destickach a
endotelidlnich bufikich a buiikdch hladké svaloviny se CD40L vyskytuje ziidka.
sCD40L (soluble CD40L) byl objeven v séru pacientt s lymfomy, CLL, autoimunitnim

onemocnénim a esencialni trombocytémii (van Kooten et al., 2000).

Uloha sCD40L byla jiz kompletné zjiiténa. Pfedb&zna data ukézala, Ze vysoky
vyskyt sCD40 je nezavislym rizikovym faktorem pro Spatnou prognézu u
mnoho&etného myelomu a akutni myeloidni leukémie, ale ne pro lymfom z plastovych
bunék (Hock et al., 2006). Protilatky proti antigenu CD40 jsou SGN-40 a HCD122
(Law et al., 2005).

8.8. TRAIL a jeho receptory

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)/Apo2 je smrtici protein, ktery
patii do rodiny TNF. M4 &tyfi vyhradni receptory: TRAIL-R1 (DR4), -R2 (DRS5,
KILLER, TRICK?2), -R3 (DcR1, TRID, LIT) a -R4 (DcR2 TRUNDD) (Bhardwaj et al..
2003). TRAIL-R1 a -R2 jsou smrtici receptory, zatimco TRAIL-R3 a -R4 se velmi ¢asto
nazyvaji decoy receptory (odlékani pozornosti) (Degli-Esposti, 1999).
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TRAIL piednostné zabiji nadorové buriky, zatimco k normalnim tkénim je
Setrny, coz ho déld potencialng uZitenym v protinadorové terapii. Na normalnich
tkanich se obvykle death receptory TRAIL-R1 a -R2 nevyskytuji, tudiZ jsou chranény
pred apoptézou indukovanou TRAIL. Ale na rozdil od normalnich tkani se receptory
TRAIL-R1 a -R2 nachazi na mnoha tumorech, a proto jsou citlivéjsi k TRAIL
indukované apoptoze. V podstaté spousténi TRAIL smrticich receptor TRAIL
proteinem nebo agonistickymi protilatkami pfivodilo u riiznych nédort bunécnou smrt
(Pukac et al., 2005).

Mapatumumab (anti-TRAIL-R1) a lexatumumab (anti-TRAIL-R2) jsou plné
lidské anti-TRAIL monoklonalni protilatky (Klener et al.. 2009).

8.9. BAFF, APRIL a jejich receptory

BAFF (aktivaéni faktor B-bun&k, znam také jako BLyS, TALL-1, ZANK,
ZzTNF4 nebo TNFS 13B) se vyskytuje na makrofdzich, monocytech a dendritickych
buiikéch, ale nenachézi se na nezhoubnych B a T-lymfocytech (Schneider et al.. 2003).

BAFF se vaZe na tii receptory, které se pfednostnd vyskytuji na B-bufikach:
BAFF-R (BR-3); TACI (transmembrane activator and calcium modulator and
cyclophylin ligand interactor) a BCMA (B-cell maturation antigen) (Mackay et al.,

2003). Tyto tii receptory se téméf vyhradné vyskytuji na B-lymfocytech, i kdyz kopie
TACI byla zpozorovana i na T-lymfocytech. BAFF je dlezity faktor jak pro benigni i
maligni B-lymfocyty (Schneider et al., 2003).

APRIL je vyméSovaci protein vyskytujici se na monocytech, makrofazich,
dendritickych buiikich a T-lymfocytech (Medema et al.. 2003). APRIL se vaze na
TACI a BCMA receptory.

Neregulovany vyskyt BAFF a APRIL byl zpozorovan u pacientit s riznymi
NHL malignitami (Novak et al.. 2002).

8.10. VEGF (vaskuldrni endotelidlni faktor)

Angiogeneze je novotvorba cév, kterd se podili na regeneraci zranéni,
novotvorbé& tkani (napf. menstruace), na zanétlivych procesech a nadorovém ristu

(Folkman, 2007). Angiogeneze je kaskadovity proces, ktery zahrnuje vasodilataci,

zvySuje vaskularni permeabilitu, endotelidlni bunéénou proliferaci a migraci, ktera

vytstuje k novotvorbé kapildr nebo jejich rozsifeni. Nedostatecna perfuze nadorovych
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tkani a hypoxie stimuluje novotvorbu cév. Tento proces je regulovan mnoZstvim
ristovych faktori a receptorti zahrnujici VEGF a jejich receptory VEGFR (Olsoon et
al., 2006). Hypotéza rovnovéhy faktori je znadzornéna na obrazku 3.

prapruti:

- Zapnuto

o VPO

D aklivalory O inhibitory

aFGF trembospondin=1
bFGF interferon o/f
VEGF angiostatin
] ]
L} ]
] L
. 7

Obr.3 Zapnuti angiogeneze — hypotéze rovnovdahy — zapnuti angiogeneze je regulovdno
mezi jejimi aktivdtory a inhibitory. PFevaha inhibitorii angiogenezi vypind, prevaha

aktivatori ji zapind (Adam et al.. 2005).

Rodina VEGF se sklada ze $esti ristovych faktort (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E a PGF - placental growth factor) a tii receptorti, VEGFR-1 (Flt-
1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) a VEGFR-3 (Flt-4). Tyto tii receptory jsou
transmembranové tyrozinkinazy, které se prednostné nachdzi na endotelidlnich
burikach.

Aktivace VEGFR-2 prostiednictvim jeho ligandd zptisobi zvy3eni permeability
kapilar a zvyeni migrace a proliferace endotelidlnich bunék, ktery je déla hlavnim
cilem terapie (Rosen. 2002). Zvysena exprese VEGF u solidnich nddori je spojena
s horsi prognozou (Sledge. 2002). Jako diisledek vysoké exprese VEGF je vaskularizace

nadoru chaoticka a abnormalni.
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Inhibici VEGF v tumoru miiZze byt indukovana normalizace téchto cév, z ¢ehoz
vyplyva moznost potencialniho snizeni kapacity cév a intersticidlniho tlaku v nadoru,
ktery umoziiuje snadng&j$i ptivod kysliku a cytostatik do nadoru (Willett et al., 2004).

Bylo prokazano, Ze antiangiogenni terapie by mohla byt nejefektivnéjsi u
mikrometastatického onemocnéni a 7e 1é¢ba anti-VEGF mize nejucinnéji inhibovat

nadorovy riist na po¢atku angiogenniho procesu (Li et al., 2000) (viz obr. 4).

. R
% R

/ @
b

bevacizumab = =

Obr.4 Angiogenni faktory uvoliiované z nddorovych bunék (Adam et al.. 2005).

Monoklonalni protilatka anti-VEGF bevacizumab bude probrana niZe (viz kapitola 14).
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8.11. EGFR — receptor pro epidermdlni riistovy faktor

8.11.1. Struktura a funkce EGFR

EGFR je transmembrénovy glykoprotein o velikosti 170kDa, ktery ma
intracelularni doménu, jeZ po navazani ligandu zprostiedkovava prostfednictvim
tyrozinkindzové aktivity prenos signalu do buiiky. Nachdzi se na mnoha typech bunck
kromé hematopoetickych (Velu, 1990).

Jak je znAzornéno na obrazku 5, EGFR se sklada ze tii hlavnich Casti: N-
termin4lni extracelularni doména, hydrofobni transmembranova doména a C-terminalni
intracelularni doména, ktera zahrnuje tyrozinkinazovou doménu. Extracelularni doména
je misto pro navazani riznych polypeptidickych ristovych faktortl, zejména EGF a

TGF-a (Velu, 1990; Hernandez-Sotomayor et al.. 1992).

Extracellular Hydrophobic Cytaplasmic
ligand-binding  transmembrane region
region region
(glycosylated !
amino terminus) /

f C terminus: tyrosine residues
/ 1068, 1086, 1148, 1173

Nt / {phospharylation sites}
r_\\\ \\. i ¥ / phosphary
[ )\ N . T
- L l'_!—; 3 L‘ Jiy I ﬁ \
Ligand ] ] yrosine kinase I 3 Nucleus
= Er—l e s ———e. : i
{e.g. EGF, TGFa) | P j,‘g L, domain S ®e transduction \%f\«f\,
| /b E - AL E Substrate N
/ / sCQT\‘ tyrosing et
) el g phosphorylation
Ligand binding causes residue 721
receptor dimernisation {necessary for
which enables trans- Celi membrane ATP binding)

phosphorylaticn to occur
between two receptors

Obr.3: Struktura a funkce EGFR. T#i hlavni domény EGFR jsou: 1) N-termindlni
extraceluldrni doména (621 AMK); 2) hydrofobni transmembrdnovd doména (23
AMK); 3) C-termindlni cytoplazmatickd doména (542 AMK), kterd zahrnuje
tyrozinkindzovou doménu (cca 250 AMK). Posledni 721.aminokyselinou je lysin, na
ktery se vdze ATP poskytujici fosfat pro fosforylaci tyrozinu. Hlavni mista fosforylace
jsou lokalizovina na C-konci (napf. tyrozinové zbytky 1068, 1086, 1148, 1173).
Stimulace EGFR tyrozinkindzy navdzanim ligandu (TGF-a nebo EGF) na receptor vede
k jeho transfosforylaci a fosforylaci tyrozinovych zbytkii z riiznych bunécnych substratil.
Diisledkem signdlnich drah jsou aktivovdny takové extraceluldrni signdly, které jsou

transdukovdny  kintraceluldrni odpovédi (Todderud et al., 1989; Velu, 1990:

Hernandez-Sotomavor et al., 1992), (Raymond et al., 2000).
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8.11.1.1. Ligandy

EGFR je znam jako receptor pro EGF a TGF-a, ale neni specificky jen pro tyto
ligandy, nybrz i pro amfiregulin, B-cellulin, HB-EGF (heparin-binding EGF), epiregulin
a VGF(vaccinia virus growth factor) se také vazi na EGFR (Fry, 1999).

Nejrozsitensjsim ligandem vyskytujicim se v lidskych tkéanich je TGF-a. TGF-a
je produkovan jak normélnimi, tak malignimi bunikami a lokalné ucinkuje
prostiednictvim parakrinnfho, autokrinniho a juxtakrinniho systému. EGF se nachazi
témé&f ve viech t&lnich tekutinach pfi normalnich fyziologickych podminkéch; je
syntetizovan v ledvinach a slinnych zlazach a zda se, ze funguje hlavné prostfednictvim
endokrinniho systému.

Kromé mitogenni aktivity maji TGF-o a EGF dal3i jiné aktivity, kterymi jsou
stimulace metabolismu kyseliny arachidonové, indukce kostni resorpce a
hyperkalcémie, kontrakéni aktivita na hladkou svalovinu cév a inhibice sekrece

zaludedni kyseliny (Velu, 1990). Zvysena exprese nebo mutace EGFR hraje zésadni roli

ve vyvoji a progresi nadort (Davies et al., 1996).

8.11.1.2. EGFR a signalni transdukce

Po navazani ligandu na extracelularni doménu EGFR nastava dimerizace
receptoru a intracelularni tyrozinkinza je aktivovana. Vysledkem je navazani ATP na
tyrozinkinazovou doménu. Toto vede k receptorové autofosforylaci a transfosforylaci.
Autofosforylace receptoru véleni fosfat do nékterych C-terminélnich tyrozinovych
zbytkd, které se stanou dokovacimi misty pro Src homology 2 (SH2) (Hernandez-
Sotomayor, 1992).

Rodina EGFR ma schopnost poskytovat obrovskou signlni rozmanitost ve své
kinazové aktivits, kterd je zavisla na selektivité ligandu, vazebnych mistech pro signdlni

proteiny, které jsou aktivovany, a vnitfni substratove specifité (Fry, 1999).

8.11.2. Bunécné ucinky aktivace EGFR

8.11.2.1. Proliferace

Tyrozinkindzova aktivita EGFR pfedstavuje efektorovou funkci a jeho
nezbytnost pro signalni transdukei vyvolavajici biologickou odpovéd cilenou buikou.

Mezi rtiznymi reakcemi, které zvySuji silu vazby ligandu na EGFR, byla mitogenni
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reakce zna¢né studovana od buné&éné proliferace, u které je evidentni, Ze je to cesta,
kterou EGFR mtize pfispét k maligni transformaci.

Buiiky se mohou stat malignimi diky endogenni produkci rstovych faktord,
které u&inkuji prostiednictvim autokrinniho systému. Ackoliv k dosaZeni maligni
transformace musi byt EGFR vysoce exprimovan v zévislosti na pfitomnosti
aktivaénich ligandf, normalni bunééné exprese EGFR nepodstupuje signalizaci zavislou
na pfitomnosti daného riistového faktoru (ligand-dependent signaling). Nicméné
kontinualni expozice ligandu mize vést k hyperproliferaci. To se miize vyskytnout diky
neplanované autokrinni syntéze ligandu premalignimi butikami nebo abnormalni

distribuci EGFR (Davies et al.. 1996).

8.11.2.2. Dalsi biologické ucinky

Rtiznorodost jinych biologickych reakei usticich z aktivace EGFR jsou také
dilezité pro tumorovou progresi zahrnujici Gi¢inky na bunéénou motilitu, adhezi, invazi,
sebeobnovu a angiogenezi. Buné&ny pohyb iniciovany EGFR (napf. podpora motility
nadorovych bunék, adheze a invaze) vyzaduje tyrozinkinazovou aktivitu a
transfosforylaci a zdé se byt rizné regulovana mitogennimi signaly.

Modifikace stimulovand EGF u adheze riznych malignich bunék pomaha pii
jejich transmigraci do extravaskularnich prostort. Zda se, Zze EGF i amfiregulin
moduluji metastazovani bunék u rakoviny prsu a exprese EGFR se ukazuje jako

ddllezity faktor metastéz u rakoviny zaludku a tlustého stfeva (Woodburn, 1999).

TGF-a podporuje expresi vaskuldrniho endotelidlniho rlstového faktoru
(VEGF), coZ zvysuje permeabilitu cévnich bunék a co-exprese EGFR a TGF-a jevi
silnou korelaci s MVD (microvessel density) u invazivnich nadord (de Jong et al.,
1998).

V1iv na bunéénou sebeobnovu dokazuje nalez, Ze EGF je pii zvySené expresi

EGFR antiapopticky (Kulik et al., 1997).

8.11.3. Inhibice EGFR

PiestoZe byl zaznamenan velky pokrok v protinidorové 1éEbé, mnoho typi
solidnich nadora stale zlstavaly rezistentni ke konvenéni 1é¢bé. V poslednich letech byl
vysoky zijem o vyvoj novych terapeutickych latek, které jsou specificky cileny na
ristové faktory a jsou v nadorovych burikdch neregulovany. Tyto cilené latky mohou

nabidnout alternativni 1é¢bu pro pacienty, ktefi jsou ke standardni chemoterapii citlivi
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nebo odolni. Ke zvyseni 1éebného u¢inku a snizeni davek muiiZe byt cilena terapie a
standardni terapie pouzita v kombinaci diky jejich jedine¢nému mechanickému t¢inku a
profilu toxicity, které se zpravidla nepiekryvaji.

Latky cilené proti &lentim rodiny receptorii pro epidermélni ristovy faktor
EGFR 1 a EGFR 2 ukazaly slibny terapeuticky u¢inek. Prvni latka schvélend v roce
1998 FDA byl trastuzumab (Herceptin) pro 1é¢bu HER-2 (ErbB-2) — pozitivni rakoviny
prsu. O n&kolik let pozd&ji dostaly povoleni daldi tii specifické latky anti-EGFR
(EGFR1/ErbB-1), kterymi byly cetuximab (Erbitux), pro lé¢bu metastatického
kolorektalniho karcinomu (mCRC) a spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku
(SCCHN), erlotinib (Tarceva), pro pokrocilou nebo metastickou rakovinu pankreatu a
nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC) a gefitinib (Ureasa), pro pokrocily nebo
metastaticky NSCLC (Glaccone et al., 2004; Herbst et al., 2004; Thatcher et al.. 2005)
(obr. 6).
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dimer EGFR

Obr.6 Schematické zndzornéni mechanismu ucinku inhibitorii receptoru pro EGFR —
EGFR je aktivovan nékterym z ristovych faktori, nejcastéji EGF a TGF-a. EGIR se
skladé z extraceluldrni ¢dsti odpovédné za vazbu ligandu, transmembrdnové cdsti a
cytoplazmatické Casti, kterd md tyrozinkindzovou aktivitu. Po navdzdni ligandu (EGE,
TGF-a aj.) na receptor ndsleduje jeho homodimerizace (v pripadé vazby dvou EGFR)
nebo heterodimerizace (v pFipadé vazby sjinym receptorem ztéie rodiny) a
autofosforylace. Tim je zahdjena signdlni kaskdda, ve které je Fadou navazujicich
fosforylaci prenesen signdl aZ do jddra, kde se projevi aktivaci transkripce cilovych
genil. Ndsledné dochdzi k proliferaci bunék i kjinym projeviim maligniho fenotypu.
Cetuximab kompetitivné inhibuje vazbu endogenniho ligandu (EGF, TGF-a) na EGFR.
Inhibitory blokujici tyrozinkindzovou aktivitu (gefitinib, erlotinib, lapatinib) se
kompetitivné vdZi na vazebné misto pro makroergni fosfat ATP na cytoplazmatické
doméné receptoru. Tim dojde k zablokovdni fosforylace a prenosu signdlu. Lapatinib se
vyznacuje na rozdil od gefitinibu a erlotinibu dudlni aktivitou a je schopen soucasné
blokovat receptory EGFR i HER2. Grb-2- growth factor receptor-bound protein 2
(adaptorovy protein 2 pro receptor riistového faktoru; PI3 — phosphatidylinositol-3-
kinasa; MAPK-mitogen activated proteinokinase ( mitogeny aktivovand proteinkindaza;
Akt (PKB) — proteinkindza B) (Neuwirthovd et al.. 2007).

8.11.4. Prognosticky a prediktivni vyznam EGFR

Aktivace EGFR podporuje proces zodpovédny za nadorovy riist a progresi
zahrnujici proliferaci, zréni, angiogenezi, invazi, metastdzovani a inhibici apoptozy
(obr. 7).

Navic exprese EGFR byla zjisténa v rizném rozsahu u Siroké Skaly solidnich

tumort (tab. 3). Ackoliv prognosticky vyznam exprese EGFR zlstiva nejasny u
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rakoviny Zaludku, prsu, endometria, kolorektalniho karcinomu a relativn€ nizkeho
prognostického vyznamu u NSCLC, retrospektivni pfezkoumani studii EGFR ukazalo,
7e stupeit exprese EGFR je vysoce prediktivni u pacientl s rakovinou hlavy a krku,

vajeénikd, délozniho &ipku, modového méchyie a jicnu (Nicholson et al., 2001).

dimer EGFR &

Obr.7  Schéma receptoru pro EGFR a souvisejicich  signdlnich  drah.
EGF — epidermdlni riistovy faktor, TGF-0. — transformujici ristovy fakior a, GDP —
guanosindifosfdt, GTP — guanosintrifosfdt, JNK — jun N-termindlni kindza, JNKK —
JNK aktivovand kindza, PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza, PTEN — phosphatase and

tensin homolog, mTOR — mammalian target of rapamycin (Némecek et al.. 2008).
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Typ nadoru

Kolorektalni karcinom
Karcinom hlavy a krku
Karcinom prostaty
Karcinom pankreatu
Karcinom plic

Karcinom ledvin
Karcinom prsu

Karcinom jicnu

Karcinom vaje¢nikt
Karcinom ¢ipku déloZniho
Karcinom moc¢ového méchyie

Gliomy

Tab.3 Exprese EGFR je b&znou soudasti lidskych nadort (Adam et al., 2005).

Cetnost nadorovych bunék
s expresi EGFR
25-77%

95 — 100%

65%

3-89%%

40 — 80%

50 ~-90%

14 -91%

43 — 89%
35-70%

90%

31 —48%

40 -63%
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9. Piehled monoklonalnich protilatek

V nasledujicim piehledu budou uvedeny protilatky, které jsou v nadorove terapii

pouzivany nebo se jevi prespektivng (tab. 4 — 6) (Klener et al., 2009).

Tab. 4 Cisté¢ lidské (mumab), &isté mysi (momab) a bispecifické/trifunkéni
monoklonalni protilatky. Protilitky registrované a pouZivané v Ceské republice

jsou zvyraznény.
Cisté lidské protilatky

panitumumab
ofatumumab
zanolimumab
iratumumab
ipilimumab
adecatumumab
denosumab
mapatumumab
lexatumumab
figitumumab

Cisté mysi protilatky

ibritumomab (90Yt)
tositumomab
bectumomab
abagovomab
erogovomab
pemtumomab
Bispecifické/trifunkéni
protilatky
catumaxomab

ertumaxomab

Obchodni
pripravek
Vectibix

HuMaxCD4

Obchodni
pripravek
Zavalin
Bexxar
LymphoScan
Ovarex
Theragyn
Obchodni
pFipravek
Remova

Rexomun

Cilova struktura

EGFR/ERBBI/HER1
CD20

CD4

CD30

CTLA4
EpCAM(CD326)
RANKL
DR4/TRAILR1
DRS/TRAILR2
IGFIR

Cilova struktura

CD20
CD20
CD22
CA-125
CA-125
MUCI1

Cilova struktura
CD3, EpCAM

cD3.
ERBB2/HER2/NEU

&5



Tab. 5 Chimérické monoklonilni protilatky. Protilatky registrované v Ceské

republice jsou zvyraznény.

Protilatka Obchodni Cilova struktura
pripravek

rituximab MabThera CD20

galiximab Primatized CD80

lumiliximab Lucid CD23

brentuximab  vedotin - CD30"

(SGN-35)

basiliximab Simulect CD25

cetuximab Erbitux EGFR/ERBB1/HER1

volociximab - a5-p1 integrin

81C6(**'1) Neuradiab Tenascin

") protilatka konjugovani s monometylauristatinem E
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Protilatka
bevacizumab
ranibizumab
trastuzumab
pertuzumab
nimotuzumab
alemtuzumab
lintuzumab
dacetuzumab (SGN-40)
epratuzumab
veltuzumab
apolizumab
milatuzumab
daclizumab
tocilizumab
mepolizumab

labetuzumab (1311)

Tab. 6 Humanizované MoAb. Registrované v CR jsou zvyraznény.

Obchodni pripravek Cilova struktura

Avastin
Lucentis
Herceptin
Omnitarg
Theraloc
MabCampath
Zamyl

Remitogen
Zenapax
Actemra

Bosatria

gemtuzumab ozogamicin Mylotarg

*.

)

. e *
inotuzumab ozogamicin ) -

tacatuzumab tetraxetan )

oYty

") protilatky konjugované s kalicheamicinem
) protilatka konjugovana s ytriem A

VEGF

VEGF
ERBB2/HER2/NEU
ERBB2/HER2/NEU
EGFR/ERBB1/HERI
CD52

CD33

CD40

cD22

CD20

HLA-DR

CD74

IL2R

IL6R

ILS

CEA, CIDE

CD33

(€D
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10. Rituximab

Rituximab je chiméricka IgG1-x monoklonalni protilatka, kterd obsahuje mysi
lehky a tézky fetézec a lidskou konstantni ¢ast (obr. 8). Rituximab je cileny proti
antigenu CD20 vyskytujici se na malignich a normalnich B-lymfocytech (Onrust et al..
1999). CD20 je exprimovéan vice jak na 90% B-buitkach NHL (Demiden et al.. 1997),
ale s niz§ hustotou se vyskytuje na buiikdach CLL (Petryk et al., 2000). Ackoliv je

rituximab cytotoxicky jak k normalnim, tak i k malignim B-lymfocytim, normélni
buiiky se znovu po terapii obnovi, protoze CD20 neni exprimovéan na hematopoetickych

kmenovych burikach (Grillo-L opez et al., 2002).

Rituximab zplisobi rychlou a vyraznou depleci B-lymfocytli v periferni krvi,
ktera trva asi $est mésicti po standardnim podani rituximabu a je nasledovana regeneraci

lymfopenie 9-12 mésich po ukonéeni 1écby (McLaughlin et al.. 1998).

B Mouse
O Human
—— Disulphide bond
Vo Variable region
C  Constant region

4%

‘~ \ /

Ck \,/

Obr. 8 Schéma rituximabu (Onrust et al., 1999).
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10.1. Mechanismus ucinku

Mechanismus uéinku této anti-CD20 monoklonalni protilatky je znazornén na
obr. 9. Jeden mechanismus je CDC (complement-dependent cytotoxicity = cytotoxicita
zavisla na komplementu). Blokové experimenty dokazaly, Ze inhibitory komplementu
CD46, CD55 a CD59 hraji dilezitou roli v regulaci anti-CD20 zprostiedkovanou CDC
(Golay et al., 2001), CDCC (complement dependent cellular toxicity), ADCC (antibody
dependent cellular cytotoxicity) (Flieger et al.. 2000) a indukei apoptézy (Chow et al.,
2002).

Obr. 9 Predpokladany mechanismus wcinku rituximabu. Deplece B bunék je vyvoldna
Jjejich zou na zdkladé komplement-dependentni cytotoxicity, na zdkladé bunécné
toxicity zavislé na protilatkdch nebo na zdkladé signdalem zprostiedkované apoptozy.
Rituximab miiZe navdzdnim na CD20 povrchovy antigen spustit signdlni kaskddu
vedouci k apoptéze B-lymfocytu. Po navdzdni rituximabu na CD20 mohou jeho Fc
domény aktivovat komplement. Navdzdni Clq domény komplementu spousti klasickou
cestu aktivace komplementu. Aktivace komplementu vede kuvolnéni anafylatoxini
C3a/4a/5a, k opsonizaci B-lymfocytii C3b fragmentem komplementu a k tvorbé Iytickych
pdrii. Rituximab, anafylatoxiny i opsonizované struktury mohou aktivovat mikrofagy a
NK buiiky (izn. cytotoxickou reakci zdvislou na protildtkach, ADCC), které zpiisobi
zdanik B-lymfocytu (Pavelka, 2007).
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Rituximab také zvysuje u¢inek chemoterapeutik a jinych dalsich cilenych latek.
M4 synergicky ucinek se Sirokou Skalou 1é¢iv véetné téch, které jsou bézn€ pouzivany

k 16¢b& B-bunéénych hematologickych malignit (Chow et al., 2002).

10.2. Indikace

Rituximab je schvalen FDA pro 1é¢bu dvou nejéastéjsich podtypt NHL, kterymi
jsou folikularni lymfom (FL) a difizivni velkobun&ény nehodgkinsky maligni lymfom
z B-bungk (DLBCL) (Rituxan, 2009). Rituximab je zapsany v NCCN (National

Comprehensive Cancer Network) Clinical Practice Guidelines in Oncology a v NCCN
Drugs and Biologics Compendium for NHL a jiné B-bunééné malignity, véetné CLL

(chronické lymfocytarni anémie) (NCCN — drugs & biologics compendium. 2009:

NCCN clinical practice guidelines in oncology, non-Hodgkin’s lymphoma, 2009).

V roce 2009 prob&hlo 801 klinickych studii testujicich U¢inek rituximabu u
dalsich hematologickych malignit, kterymi jsou lymfomy z plastové zony, primarni
lymfomy CNS, Waldenstormova choroba, MALT lymfomy, mnohocetny myelom,
Hodgkin@iv lymfom a autoimunitnich chorob (ITP — idiopatickd trombocytopenicka
purpura, ATHA — autoimunitni hemolytick4 anémie) aj. (Klener et al., 2009).

10.3. NeZdadouci ucinky

Terapie rituximabem je spojena s mirnymi a snesitelnymi nezadoucimi ucinky.
Vzacné byl zaznamenan vyskyt HAMA, ale nebyl nijak klinicky vyznamny. Se
zvysujicim se poétem cirkulujicich leukemickych bunék stoupd riziko nezadoucich
G¢inkd kvili vyplaveni cytokin@, jako jsou TNF-o (tumor necrosis faktor-o) a IL-6
(interleukin-6). U vétSiny pacientd symptomy (horecka, zimnice, vyrdZka a nauzea)
odeznély celkem rychle pfi podani vhodné davky.

Lécbu rituximabem milze provézet prudka infuzni reakce, pokud se v periferni

krvi objevuje velmi vysoky pocet leukocytti (Winkler et al., 1999; Byrd et al.. 1999).

Tento stav je komplikovan rychlou aglutinaci nadorovych bun¢k (Kunzmann et al..

2001) a/nebo 1yzou leukemickych bun&k (Jensen et al., 1998) a je s ni spojend vysoka

umrtnost pfi 1é¢bé. Ale na rozdil od cytostatik, rituximab neni vyznamné
hematotoxicky, tak miiZe byt podavan v monoterapii u pacientll s nizkou zésobou kostni

dfend, u kterych jiné moznosti 1é¢by selhaly (Schriever et al., 2003).
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11. Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin) je humanizovana IgGl-k monoklondlni protilatka

s afinitou k extracelularni doméné HER2. Tato protilatka vykazuje u¢inek v 1écbé

HER2-pozitivni metastatické rakoviny prsu (McKeage et al.. 2002). Navic vykazuje
pozitivni u¢inky v 1é¢bé asného HER2-pozitivniho karcinomu prsu po chirurgickém
zékroku, chemoterapii (neoadjuvantni nebo adjuvantni) a radioterapii. Klinicky pfinos

trastuzumabu se vyskytuje tam, kde je vysoka exprese HER2 (Plosker et al., 2006).

Pozitivni HER2 rakovina prsu mtze byt také pozitivni pro receptory estrogenu a
progesteronu (ER a PgR), zndmé jako hormondlni receptory (HRs). 11-35% pacientil s
ER-pozitivni rakovinou prsu bylo také HER2-pozitivnich. Ustiedni klinickd studie
trastuzumabu ukézala, Ze piiblizné 50% pacientd s HER2-pozitivni metastatickou

rakovinou prsu bylo také ER-pozitivnich (Jackisch, 2007). U pacientl, ktefi byli

pozitivni na oba tyto receptory, byl vybér 1é¢by naroény diky dvou moznym zpiisobim
terapie: trastuzumab vkombinaci staxany vs. inhibitor aromatdzy v monoterapii

(EMEA., 2007).

11.1. Mechanismus ucinku

Trastuzumab se vaZe na extracelularni doménu HER2, coZ je transmembranovy
glykoproteinovy receptor s vnitini tyrozinkinazovou aktivitou patfici do rodiny EGFR
(McKeage et al.. 2002). Trastuzumab inhibuje bun&&nou proliferaci a sebeobnovu u
HER2-pozitivnich tumord (Hudis, 2007). Trastuzumab ptsobi vicero mechanismy

zahrnujici prevenci Stépeni HER2, inhibici angiogeneze, indukci buiikami

zprostfedkované imunity (ADCC), blok progrese bunétného cyklu pieruSenim
signalizagnich kaskad a downregulaci receptoru HER2 z bunééného povrchu (Albanell
et al.. 2003; Ocana et al.. 2006). Trastuzumabem zplisobend apoptdza se zda byt take

jednim z protinadorového u¢inku (Mohsin et al., 2005).

11.2. Indikace

Trastuzumab je indikovéan v terapii metastatického karcinomu prsu se zvysenou
expresi HER2, ER-pozitivnich nadord prsu, HER2-pozitivnich ¢asnych karcinomt prsu,
po chirurgickém zakroku, chemoterapii a radioterapii. V monoterapii 1ze pouZit pouze u
pacientek, které byly jiz 1édeny nejméné dvéma chemoterapeutickymi rezimy, ktere

selhaly. Jinak se trastuzumab pouZivd v kombinaci s taxany, inhibitory aromataz a
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zkousi se kombinace s kapecitabinem, gemcitabinem nebo vinorelbinem (Klener et al..

2009).

11.3. NeZddouci ucinky

Trastuzumab je spojovéan s nékterymi zavaznymi nezadoucimi U¢inky, kterymi
jsou kardialni toxicita projevujici se ventrikularni dysfunkei, postinfuzni alergicka
reakce, hypersenzitivni reakce zahrnujici anafylaxi a pneumotoxicita (Herceptin SPC,

2005).

12. Cetuximab

Cetuximab je chimérickd IgGl monoklondlni protildtka proti extraceluldrni

doméné receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) (Bernier, 2006). Stéricky

inhibuje vazbu endogenniho ligandu. Tim zablokuje aktivaci signdlni kaskady
zprostiedkované EGFR a diky tomu plisobi protinddorovym G¢inkem. Mimo to se zda,
7e cetuximab zvySuje protinadorovy uéinek chemoterapeutik a radioterapie (Prewett et

al.. 2002).

12.1. Mechanismus ucinku

Cetuximab ma vyssi afinitu k EGFR neZ EGF nebo TGF-a a pisobi tak jako
jejich kompetitivni inhibitor. Protinadorovy ucinek cetuximabu je zprostfedkovan

nékolika mechanismy (Baselga, 2001). Cetuximab inhibuje progresi buné¢ného cyklu

v G, fazi prostiednictvim zvySeni exprese inhibitoru bunééného cyklu p27’KIP ! (Huang et
al.. 1999). Vysledkem je omezeni bunécné proliferace (Baselga, 2001).

Cetuximab také indukuje apoptézu nadorovych bunék pozménénim poméru
exprese Bax (proapopticky protein) ku Bcl-2 (antiapopticky protein) (Huang et al..
1999) a zvySenim exprese apoptickych kaspaz (Baselga. 2001).

Snizuje produkci autokrinnich ristovych faktord véetné TGF-o a amfiregulinu,
angiogennich faktord spojenych s proliferaci kapilar zahrujici vaskuldrni endotelidlni

faktor (VEGF) (Ciardiello et al., 1996).

Je také dokazano, Ze cetuximab inhibuje invazivitu a metastdzovani tumorovych
bunék, nejspise inhibici exprese a aktivity molekul, které hraji klicovou roli v adhezi

nadorovych bunék, jako je metaloproteinaza-9 (Matsumoto et al., 1998).
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12.2. Indikace

Cetuximab je indikovan k1ésbé EGFR-pozitivniho — metastatického
kolorektalniho karcinomu s nemutovanym genem KRAS u bunck nadorové tkané (cca
60% pacienttl), a to v kombinaci s chemoterapii nebo v monoterapii.

Je také indikovan kterapii lokaln& pokrodilych forem spinoceluldrniho

karcinomu hlavy a krku (SCCHN) v kombinaci s chemoterapii nebo s platinovymi
derivaty (Klener et al., 2009).

12.3. NeZddouci ucinky

Mezi nejéastéjsi nezadouci ucinky v monoterapii patfi koZni piiznaky, zejmena
akneiformni vyrazky (obr. 10), astenie, bolesti bficha, nauzea, zvraceni a

hypersenzitivni reakce (Cunningham et al., 2003).

Obr. 10 Akneiformni exantém (Krajsova. 2000).

V kombinaci s irinotekanem se vyskytly hlavné nasledujici nezadouci reakce,
kterymi jsou prijmy, astenie, leukocytopénie, vyrazka, neutropénie a hypersenzitivni

reakce (Cunningham et al., 2003).
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13. Alemtuzumab

Alemtuzumab je rekombinantni humanizovana IgGl monoklonalni protilatka
namifend proti antigenu CD52, ktery je exprimovan na normalnich a neoplastickych
lymfocytech, monocytech a NK-buiikach (Gribben et al.. 2009). Tato latka je velmi
G¢innd u CLL. U dfive nelééenych pacienti mize byt OR (overall response rate)

dosazeno u vice nez 80% (Hillmen et al., 2007). Z neznamého divodu je odpovéd na

1é¢bu alemtuzumabem zavisla na umisténi nddoru: vyznamny uéinek byl zpozorovan u
nadorti v krvi, kostni dfeni a vkizi, zatimco lymfatické uzliny vykazovaly nizsi
odpovéd. Prodlouzend terapie (aZ na 12 tydnil) mize byt velmi dileziti v dosaZeni

uplné remise, pfedev$im v kostni dieni (primarni misto u CLL) ( Osterborg, 2003).

13.1. Mechanismus ucinku

Mechanismus u¢inku zahrnuje CDC a ADCC. Studie in vitro a in vivo
naznadily, Ze alemtuzumab indukuje apoptdzu prostiednictvim drahy zavislé na

kaspaze-3 (Banneriji et al., 2001).

13.2. Indikace

Alemtuzumab je primamé indikovdn u pacientdi s B-bunéénou chronickou
lymfatickou leukémii (B-CLL) a T-prolymfocytickou leukémii (T-PLL). Nadé&né
vysledky byly popsany i u Sézaryho syndromu ( Osterborg, 2003).

13.3. NeZadoucrt ucinky

Mezi nezadouci Gcinky alemtuzumabu patii akutni infizni reakce pfi prvnim

podani, hematologicka toxicita a komplikace infekci (Keating et al.. 2004).

Alemtuzumab  indukuje dalekosdhlou T-lymfopenii, kterd s kombinaci
pokro¢ilého onemocnéni a predchozi 1écby zplsobuje zvySené riziko oportunnich a

jinych infekei (Osterborg, 2003). Proto by mély byt v pribéhu terapie alemtuzumabem

preventivné podavany antibakteridlni a antivirové latky (Keating et al.. 2004).

Cotrimoxazol se podava jako profylaxe proti Pneumocystis jiroveci a aciclovir,
famciclovir nebo valaciclovir se podavaji k profylaxi CMV (cytomegalovirové infekce)

(O’Brien et al., 2008) .
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14. Bevacizumab

Bevacizumab je rekombinantni humanizovana IgGl anti-VEGF monoklonalni
protilatka, ktera zamezuje navazani VEGF na svijj receptor a tim inhibuje angiogenezi a

rast nadoru (Avastin, 2007).

Bevacizumab je odvozen od mysich monoklondlnich protilitek, které jsou
humanizovany inkorporaci my$ich VEGF zbytkd, které jsou vazany na strukturu lidské

IgG (obr. 11) (Presta et al., 1997).

a b Soluble VEGF

iRs.s
|$.s|

Bevacizumab ¢

Bevacizumab VEGFR, Meuropllin VEGFR,

Obr. 11 Struktura a mechanismus ucinku bevacizumabu. a) Humanizovand MoAb
bevacizumab se sklddd ze Sesti mysich sekvenci v§tépenych do zdkladu tézkych a
lehkych Fetézcii, které jsou spojeny disulfidickym miistkem. Lehké a 1éZké Fetézce
obsahuji variabilni (Vi a V) a konstantni (Cy a Cy) casti (Harris, 2004). b) Navdzani
bevacizumabu na dimer VEGF inhibuje vazbu VEGF na jeho receptory VEGFRI ,
VEGFR?2 a neurophilin (Lyseng-Williamson et al., 2006), (Scott, 2007).

14.1. Mechanismus ucinku

Bevacizumab (Avastin, obr. 12) inhibuje VEGF indukovanou proliferaci,
migraci a sebeobnovu vaskularnich endotelialnich bungk. Permeabilitu téchto bunék
zvySuje tim, Ze zabrani navazéani VEGF na sviij receptor na povrchu endotelidlnich
bunék. Napf. mame-li bevacizumab o koncentraci pfiblizné¢ 0.3 a 3 nmol/L, je rist
kultury hovézich endotelidlnich bungk kapilar inhibovan z 50% a 90% (Presta et al..
1997).
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Bevacizumab neindukuje CDC nebo ADCC bunék produkujicich VEGF nebo
nadorovych bun&k (Wang et al., 2004).

Preklinicka data také signalizuji, Ze bevacizumab miZe zlepSit nevykonnost
krevniho ob&hu prostfednictvim dilatace a disorganizace cévniho feci§té v tumoru a tim

zlepsit perfuzi protinadorovych léciv (Wildiers et al.. 2003).

14.2. Indikace

Bevacizumab je indikovan v terapii metastatického karcinomu tlusté¢ho stieva
v kombinaci s5-FU (5-fluoruracyl), k primoterapii pacientd s metastatickym
karcinomem prsu v kombinaci s paklitaxelem, s interferonem a-2A je indikovan
k primoterapii pokroéilého nebo metastazujiciho karcinomu ledviny a v kombinaci
s platinovym reZimem je indikovan k primoterapii neresekabilniho pokrocilého,
metastazujictho nebo rekurentntho nemalobunééného karcinomu plic  jiného
histologického typu nez z dlazdicovych bunék.

Bevacizumab je nadale testovan v dalSich indikacich, kterymi jsou: multiformni

glioblastom, karcinom pankreatu, B-NHL a riiznjch typti sarkomi (Klener et al.. 2009).

14.3. NeZadouci tcinky

Aékoliv byly nezadouci Ginky celkem béZné se vyskytujici, snesitelnost
bevacizumabu byla zpravidla pfijatelnd. Mezi nej¢asté&jsi nezadouci ucinky patfi nauzea,
zvraceni a Unava vyskytujici se téméf ve stejné frekvenci jak u bevacizumabu
v kombinaci s paklitaxelem, tak paklitaxelem v monoterapii. Hypertenze, proteinurie,
arterialn{ tromboembolie, hemorrhagie, méstnavé srdeéni selhani, gastrointestindlni
prefize se vyskytovaly vice vkombinaci sbevacizumabem néz u paklitaxelu

v monoterapii (Avastin, 2007).
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Obr. 12 Avastin (Beaker ‘s Block, 2009).

15. Zavér

V poslednich nékolika letech byla zkonstruovéna spousta monoklondlnich
protilatek. Stale je potfeba prozkoumat nejlepsi zplsoby, jak naplanovat lécbu
monoklonalnimi protilatkami a kombinovat je s jinymi moznymi terapiemi k dosaZeni
nejlepsiho 1é¢ebného vysledku. Monoklondlni protilatky vykazuji vyznamny piinos
v 1é¢bé non-Hodgkinského lymfomu, rakoviny prsu a kolorektalniho karcinomu.

Jednim z nejvétsich problémti monoklonalnich protilatek je jejich velmi vysoka
cena. Otézka, jak nejlépe uzivat a platit za tuto ndkladnou ,magickou stfelu®, bude

muset byt adresovdna farmaceutickému primyslu, poskytovatelim zdravotni péce a

politickym leadertm (Harris, 2004).

47



Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Jana Vondrackova
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Nazev diplomové prace: Monoklonélni protilatky v nadorové terapii

Monoklonalni protilatky jsou produkovany pouze jednim klonem B-lymfocyti, a
tudiz vykazuji stejnou antigenni specifitu. Diky tomu maji schopnost se vazat na
epitopy konkrétnich povrchovych nadorovych antigend nebo solubilnich proteind.

Mechanismem uéinku monoklonalnich protilatek je zabijeni buné€k aktivaci
imunitniho systému a inhibice signalu transdukce. Déli se na protilatky konjugované a
nekonjugované.

Mezi nejéast&j§i cile plsobeni protilatek patfi membranové proteiny (napf.
CD20, CD52, CD22, CD80, CD30, CD40), rustové faktory (VEGF, IL-6), receptory
(EGFR, VEGFR), adhezivni molekuly (EpCAM, integriny) a jiné.

Od roku 1997 povolil americky Utad pro kontrolu 1é¢iv (FDA) jejich klinické
pouziti v nadorové terapii. Jako prvni byl do klinické praxe zaveden rituximab k 1é¢b¢
B-NHL.

Monoklonalni protilatky jsou uplatiiovany jak v diagnostice, tak v terapii celé
fady onemocnéni. Kromé jejich pouziti v onkologii a transplantaéni mediciné nelze
opomenout jejich Glohu v 1é¢bé autoimunitnich chorob.

Tato prace se zabyvd monoklonalnimi protilatkami v1é¢bé nadorovych

onemocnéni.
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Monoclonal antibodies are produced by the only one clone of B-lymphocytes
and so they assign the same antigen specifity. That is reason why they have ability to
bind to epitops of specific surface cancer antigens or solubile proteins.

Killing cells by activating of immune system and inhibition of transduction
signal are mechanism of action of monoclonal antibodies. They are divided up
conjugated and unconjugated antibodies.

The most common targets of action are membrane proteins (such as CD20,
CD52, CD22, CD80, CD30, CD40), growth factors (VEGF, IL-6), receptors (EGFR,
VEGFR), adhesive molecules (EpCAM, integrines) etc.

In 1997, FDA allowed their clinical use in cancer treatment. Rituximab was the
first antibody established in clinical practice for treatment of B-NHL.

Monoclonal antibodies are used in diagnosis and in therapy of many types of
diseases. They play the important role in transplant medicine, in oncology and in the
treatment of autoimmune diseases either.

This thesis deals with monoclonal antibodies in treatment of cancer diseases.
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