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1. Cil prace

Cilem mé prace bylo prostudovat v odborné zahranic¢ni i tuzemské literatufe moznosti
vyuziti monoklonalnich protilatek v nuklearni mediciné a upozornit na jejich ptipadné
popsané nezadouci uCinky. Dale bylo mym cilem popsat zdkladni stanoveni
monoklonélnich protilatek. Laboratorni vyzkum je velkym pfinosem pro vyvoj
monoklonélnich protilatek a jejich stanoveni pro 1é€bu zdvaznych onemocnéni nebo

alespoii ke zpomaleni jejich rozvoje.



2. Uvod

Jiz pted vice nez 100 lety byly protilatky objeveny Emilem von Behringem. Kratce po
jejich objevu byl rozpoznan i jejich potencialni terapeuticky vyznam. Do 1¢katské praxe
byl pak pojem imunoterapie zaveden v roce 1906 Paulem Ehrlichem. Trvalo vSak spoustu
let, nez byly imunoterapeutické postupy zavedeny do klinické praxe. Dal§im vyznamnym
datem byl rok 1974, kdy byl objeven postup piipravy monoklondlnich protilatek
Caesarem Milsteinem a Georgem F. Kohlerem. Za tento objev dostali védci o 10 let

pozdéji Nobelovu cenu.

Monoklonélni protilatky se Siroce uplatituji v diagnostice a pii terapii celé fady
onemocnéni. Jejich hlavni uplatnéni je v transplantacni medicing, pii 1écbé
onkologickych onemocnéni, ale také v 1é¢b¢ autoimunitnich chorob. V soucasné dobé se
pouziva nékolik terapeutickych monoklonélnich protilatek. Cela fada dalSich je ve fazi
vyzkumu nebo klinickych studii. Protilatky slouzi jako nosice 1é¢iv €i toxinll nebo se
vyuziva jejich fyziologickych funkeci, jako jsou napt. ozonizace, aktivace komplementu

atd. (1)



3. Imunitni systém

Imunitni systém patii k zakladnim homeostatickym mechanismim organismu. Jeho
funkci je udrzovani integrity organismu tak, Ze rozpoznava skodlivé od neskodného a
chrani tak organismus proti Skodlivym latkam. Mezi hlavni funkce imunitniho systému
patfi obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled. Obranyschopnosti se rozumi
ochrana organismu proti patogennim mikroorganismim a jejich toxickym produktim.
Diky autotoleranci je pak organismus schopny rozpoznat vlastni tkdné¢ organismu a
udrzovat vic¢i nim toleranci. Posledni velice dilezitou funkei je imunitni dohled, ktery
zajiStuje prubézné odstranéni starych, poskozenych, nefunkénich nebo mutovanych
bunc¢k. Kromé téchto funkci ma pro obranu proti infekci velice zdsadni vyznam
neporuseny povrch kiize a sliznic a jejich obranné mechanismy. Tyto mechanismy Ize
rozdélit na mechanické (pohyb fasinek, longitudinalni vtok vzduchu v dychacich cestach
nebo tekutiny v mocovych cestach), chemické (lysozym ve slinach a potu, pepsin
v zaludku a stieve, kyselé pH Zaludku a moc€i) a mikrobidlni (normalni nepatogenni flora
kiize a sliznic). RozliSujeme imunitu vrozenou tzv. neadaptivni, nespecifickou a imunitu

ziskanou tzv. adaptivni, specifickou.

Vrozena imunita je evolucné star$i a reaguje na ptitomnost Skodliviny velice rychle,
v minutach. Nespecifické imunitni mechanismy jsou tvofeny bunéénymi a humoralnimi
slozkami. Buné¢nou slozku predstavuji fagocytujici bunky a ptirozené cytotoxické bunky
tzv. NK buiky (natural killers — pfirozeni zabijec¢i). Humoralni slozku pak tvofi
komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny. Nespecifickd imunita
nema na rozdil od specifické tzv. imunologickou pamét’, to znamena, Ze neni ovlivnéna

pfedchozim setkanim se skodlivou latkou.

Pokud v organismu jiz infekce probihd, zapojuje se druhy typ imunity a to imunita

ziskana. Tento typ imunity je evoluéné mladsi a uplatiuje antigenné specifické



mechanismy, které reaguji na kazdou cizorodou molekulu prostfednictvim vysoce
specifickych molekul. Mezi tyto molekuly fadime protilatky a antigenné specifické
receptory T lymfocytl, které se aktivuji az po setkdni s antigenem. Na rozdil od
nespecifické imunitni reakce, dochazi k uplnému rozvoji reakce az po nékolika dnech ¢i
tydnech. Charakteristickym rysem adaptivni imunity je pak imunologickd pamét.
Adaptivni 1 neadaptivni mechanismy jsou pro obratlovce zivotné¢ dilezité a

nepostradatelné a vzajemné spolu kooperuji. (2)

4. Protilatky

Protilatky jsou latky bilkovinné povahy, které v organismu vznikaji jako imunitni
odpovéd na stimulaci antigenem. Tim muze byt napf. bakterie, virus nebo latka
endogenniho ptivodu. Protilatky jsou v téle produkovany B — lymfocyty. Kazdy ma na
svém povrchu urcity typ protilatky, kterd slouzi jako receptor pro rozeznani specifického
antigenu. Po navazani antigenu dochazi ke stimulaci B — lymfocytu, nésleduje déleni,
tvorba a sekrece protilatky, ktera se zachytila na povrch antigenu. (3) Protilatky lidského
organismu se nazyvaji imunoglobuliny (Ig). Molekula imunoglobulinu ma tvar pismene
Y (obrazek ¢. 1). Tvofi ji dva tézké fetézce (H), které jsou kovalentné spojeny pomoci
disulfidickych (cystinovych) mustkl. Ke kazdému H fetézci je disulfidickym mustkem
ptipojen jeden lehky fetézec (L). T€zké fetézce se skladaji ze Ctyf domén, lehké fetézce
pouze ze dvou domén. Kazda doména je tvofena sekvenci 110 — 120 aminokyselin.
Domény na N — konci kazdého fetézce jsou variabilni, ostatni domény jsou konstantni.
Variabilni domény se oznacuji jako Vn a Vi, konstantni jako CL nebo Cu. Variabilni

domény obou fetézci spolu pak vytvari vazebné misto pro antigen. (2)
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Obr. ¢. 1: Zakladni struktura protilatky (5)

Je znamo 5 zékladnich téid imunoglobulini krevniho séra: IgD, IgE, IgG, IgA a IgM.
IgD ma velmi kratky polocas rozpadu a jeho koncentrace v séru je velice nizka. Pisobi
jako membranovy receptor na povrchu B — lymfocytli pfi navozeni imunologické

tolerance.

IgE tvoii jen malé procento ze vSech Ig. Hraje vyznamnou roli v piecitlivélosti 1. typu
a jeho zvySené hladiny Ize najit napf. u alergické rymy, astmatu ¢i ekzému. Uplatituje se
také v obrannych reakcich proti mnohobunéénym parazitim na sliznicich a je hlavni
pti¢inou atopickych reakci.

IgG je nejhojnéjsi tiidou protilatek. U Clovéka se vyskytuji 4 podtiidy — 1gG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4, které hraji riznou roli pfi imunitni reakci. IgG je jednou z hlavnich soucésti
humoralni slozky imunitni odpovédi. Je schopny prochazet placentou a proto tvori

obranyschopnost plodu, ktery jest¢ nemd dostatecné vyvinuté vlastni obranné
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mechanismy. IgG se tvofi v pozdni fazi infekéniho onemocnéni a muze pretrvavat

dlouhodobé.

IgA tvoii asi 15% celkovych Ig. Vyskytuje se ve dvou formach — slizni¢ni a sérové.
Molekuly IgA jsou sekretované na povrchu sliznic. Zde tvoii vyznamnou soucast ochrany
proti mikroorganismtim. Jsou zndmé dvé podtiidy — IgAl, ktery pochazi se slizni¢nich

plazmocyti a IgA2, ten je produkovan v kostni dieni.

IgM tvoii asi 10% celkovych Ig, je protilatkou ¢asné imunitni odpovédi a tvoii se

Vv plasmatickych bunikach, kostni dieni, slezin¢ a lymfatickych uzlinach. (2,4)

4.1 Polyklonalni protilatky

Pii pfirozené odpovédi imunity na antigen vznikaji protilatky. Ty jsou vétSinou
polyklonalni. Pfipravuji se imunizaci zvitat (obrazek ¢. 2), kterym se aplikuje antigen v
emulzi s Freundovym adjuvans — zvySuje antigenni odezvu. Doba imunizace je pro
jednotlivé antigeny rizna. Béhem této doby vznika v séru zvifete smés riznych protilatek.
Ty jsou zaméfené proti riznym antigennim determinantdm antigenu, ktery byl pouzit k
imunizaci. Pokud m4 antigen tfi antigenni determinanty, vzniknou tfi druhy protilatek v

séru. (6)
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Obr. ¢. 2: Schéma pripravy polyklonalnich protilatek (6)
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4.2 Monoklonalni protilatky
Monoklonélni protilatky (MP) jsou produkované pouze jednim klonem B — lymfocytt.

Vykazuji proto shodnou antigenni specifitu a jsou naprosto homogenni. MP si nasly své
misto v diagnostice a terapii zejména nadorovych onemocnéni, autoimunitnich ¢i

zangtlivych onemocnénich.

Prvni experimentalné pouzivané MP byly produkovany hybridomovou technologii (viz
obr. 3). Jednalo se o cizorodé mysi proteiny. Nejprve se provede imunizace mysi
piislusnym antigenem. Z mysi sleziny se ziskaji lymfocyty, které produkuji protilatky.
Tyto lymfocyty se podrobi somatické hybridizaci s nddorovymi buitkami. V prostiedi
polyethylenglykolu dochazi ke splynuti jader nddorové buniky a mySich lymfocytl a
vznikne tzv. hybridom, coz je klon bun¢k schopny produkovat monoklondlni protilatky.
Syntéza dale pokracuje v hybridomu. Po nddorové buice ziska hybridom ,,nesmrtelnost*
a miiZze se neomezené mnozit po mnoho generaci. MP lze ziskat z hybridoma dvojim
zpusobem. Prvnim zpisobem je kultivace v pfislusném kultivaénim médiu in vitro.
Zdrojem protilatky je pak medium (supernatant bunécné kultury). Druhym zptsobem je
kultivace in vitro. Hybridom se vnese do mysi bfisni dutiny, kde roste jako nador a

vylucuje protilatku do bfisni tekutiny. (6)
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Obr. 3: Schéma pripravy monoklonadlnich protilatek (6)

Prvni monoklonalni protilatkou, ktera byla zavedena do praxe, byl Muromonab, coz je
mysi protilatka namifena proti antigenu CD3. Tato MP byla uzivana pro 1é¢bu odmitnuti
transplantovaného organu u pacientl s transplantovanou ledvinou, srdcem nebo jatry.
V USA byl registrovan jiz v roce 1986. Vykazoval v§ak mnoho nezadoucich uc¢inki a

proto byl vytlacen protilatkami Basiliximab a Alemtuzumab. (8)

421 Mechanismus u¢inku monoklonalnich protilitek

Terapeutickd MP se sklada ze dvou stejnych casti Fab, které slouzi k vazbé nadorového
antigenu a jednoho fragmentu Fc. Ten zprostiedkovava vazbu a aktivaci bunck
imunitniho systému (makrofagi, NK — bunék, ...). ,,Vazba protildtky na pftislusny
nadorovy antigen nasméruje pomocné buiiky imunitniho systému do mista nadoru, coz
vede kK vyznamnému nartstu fagocytdzy a/nebo k indukci apoptézy nadorovych bunék
cytotoxickymi latkami sekretovanymi z cytotoxickych T — lymfocyti a NK — bunék.*
Tento ucinek se oznacuje jako antibody — dependent cell — mediated cytotoxicity
(ADCC). Monoklonalni protilatka muze vyvolat smrt cilovych bunék i jinym

mechanismem. Tim je napiiklad aktivace komplementu neboli complement dependent
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cytotoxicity (CDC). Dalsim zpiisobem je vyvolani pfimého cytotoxického ucinku (napf.
anti — EGFR Cetuximab), blokada vazby ligandu na specificky receptor neutralizaci
ligandu nebo vazbou na extracelularni doménu receptoru. V téchto ptipadech MP blokuje
aktivaci signalni drahy. Proto je 1é€ba monoklonalnimi protilatkami nejen biologicka, ale
i cilena.

Protilatky obsahujici dva odlisné Fab fragmenty, které vazou dva odlisné antigeny,
nazyvame protilatky bispecifické. Lze je pfipravit rekombinantni technologii. Protoze
bispecifické protilatky vazou dvéma odlisnymi fragmenty dva antigeny a fragment Fc
zprostiedkovava vazbu efektorovych bun€k, mluvime o tzv. triftunkénich MP. Jsou zndmy
tzv. bi — specific T — cell engagers (BiTE). Jedna se o zvlastni typ bispecifické protilatky,
ktera je tvofena dvéma fragmenty scFv (single — chain fragment variable). Jeden z téchto
fragmentl vaze antigen CD3 na povrchu lymfocyt a druhy vaze antigen exprimovany
na nadorovych buiikach. BiTE timto zptisobem pfitahuji T — lymfocyty do mista rastu

nadoru. (11)

4.2.2 Nazvoslovi monoklonalnich protilatek

Nazvoslovi je velice zajimavou kapitolou. Samotny ndzev MP napovi, o jakou
protilatku se jedna a proti ¢emu je namifena (viz obr. 4). Prvni ¢ast nazvu je variabilni,
dalsi ¢ast oznacuje cil MP napft. -tum- tumor, -vir- virovy antigen, -lim- slozka imunitniho
lidského ptvodu, -0- mysi puvod, -zu- humanizované protilatky a -xi- jsou protilatky

chimérické. Nazev kazdé MP je ukoncen ptiponou —mab. (7)
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Complete List of Stems for Monoclonal Antibody Nomenclature

Target substem Target substem
PREFIX OLD NEW MEANING oLD NEW MEANING
-anibi- - angiogenesis (inhibitor) -toxa-  -tox(a)- toxin
-bafc)-  -bla)- bacterium -co(l)- colonic tumor
-cifr)- -¢(i}- circulatory system -go(t)- testicular tumor
fulng)-  -flu)}- fungus -go(v)- ovarian tumor
~ki(n)- -k(i)-  interleukin -ma(r)-  -t(u}- mammary tumor
-le(s)- - inflammatory lesions -me(l)- melanoma
-li(m)- i} immune system -pr(o)- prostate tumor
-mu(l)- - musculoskeletal system -tu(m)- miscellaneous tumor
-ne(uj(r)- -n(e}-* nervous system -vi(r)- ~V(i)-  virus
variable  -ofs)- -s(0)- bone
Source substem Source substem Suffix
MEANING MEANING
-a- rat -Xi- chimeric (human/foreign)
-e-  hamster -2uU- humanized
-~ primate -Xizu-* chimeric/humanized hybrid
-0-  mouse -axo- rat/mouse hybrid -mab
-U- human *under discussion

as of Februrary 2010

Obr. 4: Nazvoslovi monoklondlnich protilatek (9)

4.2.3 Klasifikace monoklonalnich protilatek

Podle struktury délime MP na mysi, chimérické, humanizované a lidské (viz obr. 5).
Chimérické protilatky jsou slozeny z lidské a mysi ¢asti — konstantni ¢ast lehkého a
tézkého tetézce je lidského plvodu, variabilni ¢ast, kterd je zodpovédna za vazbu na
cilovou molekulu je mysiho ptivodu. MP pouzivané K terapii mohou indukovat tvorbu
neutraliza¢nich protilatek HAMA (human anti — mouse antibody) nebo HAHA (human

anti — human antibody).
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Obr. 5: Typy MP — skladba podle pitvodu proteinu (10)

Z cist¢ lidskych protilatek se pouzivaji v onkologické praxi protilatky proti
epidermalnimu ristovému faktoru (EGFR) — Panitumumab. Tato protilatka se pouziva
k 16¢bé kolorektalniho karcinomu. V klinickém zkouseni je Ofatumumab anti — CD20 u

non — Hodgkinova lymfomu a anti — CD4 Zanolimumab u T — buné¢nych lymfomd.

Cisté mysi protilatky se pouzivaji v konjugaci s radionuklidem. Jedna se o anti — CD20
protilatky loritumomab s navazanym ytriem (*°Y) a Tositumomab s navazanym jodem

(**1). Tyto MP se pouzivaji k 1é¢bé malignich lymfom.

V praxi se nejcastéji pouzivaji protilatky chimérického ptiivodu. Mezi Siroce pouzivané
chimérické protilatky patfi Rituximab, pouzivany k 1é¢bé non — Hodgkinova lymfomu a
Cetuximab pro 1écbu kolorektalniho karcinomu. Dale jsou do klinické praxe zavadény

protilatky anti — CD23 Lumiliximab ¢i Galiximab anti — CD80.

Mezi nejcastéji pouzivané nebo klinicky testované protilatky patii MP humizované.
Jedna se o Bevacizumab ¢i jeho fragment Ranibizumab uzivany pro nitroo¢ni aplikaci,
Trastuzumab pro 1écbu karcinomu prsu nebo anti — CD52 Alemtuzumab pouzivany
k 1écbé chronické lymfocytarni leukémie. Piehled pouzivanych MP chimérickych,

mysich, lidskych a humanizovanych viz tabulka 1 — 4.
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Rituximab CD20
Galiximab CD80
Lumiliximab CD23
Basiliximab CD25
Cetuximab EGFR
Voloxicimab A5 — B1 integrin

Tab. ¢ 1: Chimérické MP. Protilatky registrované v CR jsou zvyraznény. (10)

Ibritumomab CD20
Tositumomab CD20
Bectumomab CD22

Tab. ¢. 2: Mysi MP. Protildtky registrované v CR jsou zvyraznény. (10)

Panitumumab EGFR
Zanolimuab CD4
Iratumumab CD30
Ofatumumab CD20

Tab. ¢. 3: Cisté lidské MP. Protilatky registrované v CR jsou zvyraznény. (10)



Bevacizumab
Ranibizumab
Trastuzumab
Pertuzumab
Nimotuzumab
Alemtuzumab
Epratuzumab
Veltuzumab
Apolizumab
Milatuzumab
Daclizumab
Mepolizumab

Gemtuzumab ozogamicin *)

VEGF

VEGF

ERBB?2

ERBB2

EGFR

CD52

CD22

CD20

HLA - DR

CD74

L2

IL5

CD33

Tab. ¢. 4: Humanizované MP. Protildtky registrované v CR jsou zvyraznény. (10)

*) protilatka konjugovana s kalicheamycinem

Konjugované protilatky byly vyvinuty K posileni ¢innosti MP. Jedna se o protilatky, u

kterych je na vlastni protilatku navazan radionuklid, cytostatikum, toxin nebo enzym.

V praxi se nejvice osvéd€ily MP s navazanym radionuklidem. Pro znaeni se nejcastéji

pouziva ytrium (*°Y) nebo jod (**11). Radionuklid je protilatkou dopraven do nadorové

tkang, a podle povahy zafeni vykazuje rizné intenzivni cytotoxicky uc¢inek na elementy

uvnitt nadoru (viz obr. 6). (10)
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Obr. 6: Ucinek MP konjugované s radionuklidem. (10)

tiuxetan

“Y¥ radionuklid

4.3 Protilatkové fragmenty

Kromé nezkracenych protilitek muizeme rekombinantné piipravit i1 spoustu
protilatkovych fragmentl. Lze pfipravit Fab nebo scFv fragmenty. Kombinaci dvou scFv
fragmentii vznika tz. diabody (Dd). Mohou byt bivalentni monospecifické (homodimer
dvou scFv fragmentt se stejnou antigenni specifitou, fragment Fv je ¢asti Fab fragmentu)
nebo bivalentni bispecifické (heterodimer dvou scFv fragmentl s odliSnou antigenni
specifitou). Pokud dva fragmenty scFv vytvareji jeden polypeptidovy fetézec, vznika
single — chain diabody (scDb), ten ma malou molekularni hmotnost, coz je oproti klasické

protilatce velkd vyhoda. Maji ale 1 nevyhodu — chybi zde fragment Fc.

Rekombinantni metodou lze spojit i vice fragmentl. Pak vznikaji multivalentni ¢i
multispecifické protilatky tzv. triabodies, tetrabodies. Jsou zndmy tzv. intrabodies coz
jsou neutraliza¢ni intracelularni protilatky odrazejici nové moznosti genové terapie.
Vneseni genu pro monoklonalni protilaitku do nadorovych bunék s jejich naslednou
expresi uvnitt bunky rozsifuje zasadnim zpisobem opera¢ni pole MP. Vhodnymi
intrabodies jsou predevs§im scDb pro svou malou velikost. Na obrazku ¢. 7 je znazornéno
porovnani klasickych (bivalentnich monospecifickych) protilatek,

bispecifickych/trifunk¢nich protilatek a diabodies. (11)
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Obr. ¢. 7: Porovnani klasickych protilatek, bispecifickych/trifunkcnich protilatek a
diabodies (11)

4.4 Fc - fuzni proteiny a imunocytokiny

Fc — fizni proteiny neboli peptibodies jsou rekombinantné pfipravené makromolekuly.
U téchto molekul je cilovy protein nebo peptid navazan na Fc ¢ast MP. Tato vazba
vyznamné prodlouzi biologicky polocas flizovaného proteinu ¢i peptidu. FC — fuzni
proteiny mohou aktivovat buiiky imunitniho systému a tim napodobovat funkci ADCC.
Vétsina v dneSni dobé pouzivanych Fc — proteint existuje ve formé homodimert. Ty
mohou byt modifikovdny do hexamerti a tim narGstad valence a avidita takového

komplexu.

V soucasné dobé se vétSina registrovanych Fc — fuznich proteini pouziva k 1é€bé
neonkologickych chorob, jako jsou choroby pojiva. Pro terapii revmatoidni artritidy se
pouziva etanercept. Jedna se o Fc — fizni protein spojujici velkou extracelularni doménu
receptoru pro TNF (tkanovy nekrotizujici faktor) s Fc — fragmentem 1gG. Fc — fuzni

proteiny se vyuzivaji také jako nadorové vakciny.
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Mluvime — li o imunocytokinech, popisujeme alternativu spojeni dvou molekul
s odlisnymi funkcemi do jedné. Jde o fuzni proteiny vzniklé spojenim cytokinll a
monoklonalnich protilatek, u kterych se predpoklada kombinace terapeutického ucinku
protilatky s imunostimulaci v misté nadoru. Zkousi se Tucotuzumab — celmoleukin pro

1é¢bu karcinomu ovarii, prostaty a kolorektalniho karcinomu. (11)

5. Prehled pouzivanych monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky se staly vyznamnym 1é¢ebnym prosttedkem nejen v oblasti
onkologie, ale i pro 1é€bu hematologickych malignit a solidnich nadort. V piehledu jsou
uvedeny monoklonalni protilatky, které jsou registrované k dispozici v CR, které se staly

soucasti 1écby nebo jsou ve fazi klinického zkouseni.

5.1 Protilatky proti membranovym antigenim leukocyti

Tyto protilatky byly nejdiive pouzivané v klinické praxi. Slouzi k lé€bé
hematologickych malignit — nehodgkinskych lymfomu, chronické lymfatické leukémie,

akutnich leukémii nebo mnohocetného myelomu. (11)

5.11 Rituximab

Jednd se o chimérickou mysi — lidskou monoklonalni protilatku proti antigenu CD20.
Rituximab byl prvni MP schvalenou k pouziti v klinické praxi. Byl schvalen k terapii
malignich onemocnéni nehodgkinskych lymfomt (NHL). CD20 je exprimovan na vice
nez 90% bunék NHL. Mechanismus u¢inku je komplexni. Uéinek této MP je ovlivnén
denzitou CD20 antigenu na povrchu bun¢k a také vyrazné posiluje chemoterapii. Na
obrazku 8 je znazornéna krystalicka struktura Fab fragmentu Rituximabu v komplexu

s epitopem peptidu.
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Obr. 8: Struktura Fab fragmentu Rituximabu (12)

Indikace: Rituximab se pouziva pro 1é¢bu NHL bud’ samostatné, nebo v kombinaci
s chemoterapii. Déle je indikovan k terapii difizniho velkobunécného B — lymfocytarniho
lymfomu. Mimo to se pouziva vramci klinického zkouseni. V roce 2009 bylo
registrovano Narodnim institutem zdravi (NIH) ptes 801 studii. Pfi téchto studiich byl
testovan ucinek Rituximabu u dalSich hematologickych malignit jako jsou lymfomy
z plastové zoény, primarni lymfomy centralniho nervového systému, Hodgkinovy
lymfomy, mnohocetné myelomy a dalsi. Testuje se i ucinek této MP k terapii
autoimunitnich onemocnéni (idiopatickd trombocytopenickd purpura, autoimunni
hemolytickd anemie). Provéiuje se také ucinek v kombinaci s jinymi MP (Galiximab),

riznymi cytostatiky (purinova analoga) a mnoha jinymi latkami. Podéava se intraven6zné.

Jako u jinych 1écebnych prostredki, jsou i u monoklonalnich protilatek pozorovany
nezadouci G¢inky. U protilatky Rituximab jsou pomérné ¢asté, byly zjistény u vice nez
80% nemocnych. Nezddoucim Uc¢inkim lze ptfedchédzet popt. je UspéSné 1éCit. Mezi
nejcastéjsi, avsak méné zdvazné nezadouci uCinky patii horecka a ttes, které prichazeji
po prvni aplikaci 1€ku jiz béhem 30 minut. Mezi zavazné komplikace patii riziko

reaktivace chronické hepatitidy B, proto se pred aplikaci Rituximabu provadi serologické
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vySetfeni na hepatitidu B. Po aplikaci této MP mtize dojit k alergické reakci a srde¢ni

zastavé. Tyto nezadouci G¢inky vSak patii mezi velice vzacné. (11)

5.1.2 Alemtuzumab

Alemtuzumab je humanizovana IgG1 — k monoklonalni protilatka (struktura na obrazku
¢. 9). Je namitfena proti povrchovému glykoproteinu CD52. Tento glykoprotein je
exprimovan na povrchu T — a B- lymfocytli normalnich i malignich bun€k, na povrchu
monocytl/makrofagii a thymocyti. Protildtka ucinkuje ptfedev§im na cirkulujici
lymfocyty. Po jeho podani klesaji bunky CD4+ a CD8+, coZ ma za nasledek poruchu
bunécné imunity. Je zde tedy zvysené riziko infekce. Alemtuzumab neposkozuje
hematopoetické a progenitorové buiiky. Pii 1é¢be touto protilatkou dochazi ke vzniku
oportunnich infekci. Je zde i riziko reaktivace cytomegalovirové infekce. Alemtuzumab

se podava intraven6zné ¢i subkutanné.

Obr. ¢. 9: Struktura alemtuzumabu (13)
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Indikace: Nejcasteji se pouziva k terapii chronické lymfocytarni leukémie (CLL), u niz
neni vhodné pouzit chemoterapii. Jedna se o jedinou zndmou ucinnou latku pro toto

onemocnéni. Alemtuzumab Ize indikovat i pti nejhorsi prognéze CLL.

Lécba touto monoklonalni protilatkou ma také své nezddouci Gcinky. Patii mezi né
pancytopenie, autoimunitni trombocytopenie, hemolytickd anemie, tfesavka, hypotenze,
dusnost, bronchospasmus, hyperpyrexie. K profylaxi téchto nezddoucich ucinki je
potiebna premedikace kortikoidy a antihistaminiky. Je doporucena také profylaxe proti
Pneumocystis jiroveci, kterym muize byt pacient infikovan v dusledku 1é¢by. (11)

5.1.3 Epratuzumab

Jedna se o humanizovanou monoklonalni IgG1 protilatku proti antigenu CD22, ktery je
exprimovan na povrchu vyzralych B — lymfocyti. Neni imunogenni, coZ znamena, Ze
neindukuje tvorbu autoprotilitetk HAHA. Mechanismus u¢inku je zejména ADCC.
Epratuzumab pusobi fosforylaci a agregaci CD22 antigent. To vyvolava antiproliferacni
a imunomodulacni u¢inky. Je znama také konjugovana protilatka s radioizotopem ytria

90Y.

Indikace: Epratuzumab se standardné nepouziva. Je pouze testovan v ramci klinickych
studii. Zkousi se k terapii NHL, které nereaguji na rituximab. Probiha testovani také pro
1é¢bu akutni lymfoblastické leukémie a autoimunitnich onemocnéni (napt. Sjégnertiv

syndrom.).

Nezadouci Gcinky jsou v porovnani s ostatnimi MP celkem mirné. Patii sem unava a

anorexie. (11)

5.1.4 Zanolimumab

Jedna se o lidskou MP IgG1l proti receptoru CD4. Ty jsou exprimovany na
T — lymfocytech. Ucinkuje indukci ADCC — inhibuje aktivaci T — lymfocyti.

Zanolimumab neni schvalen k 1é¢bé. Prozatim se pouze testuje jeho G¢innost u mycosis
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fungoides, coz je epidermoidni kozni T — lymfom, nebo u Sézaryho syndromu
(leukemickd forma mycosis fungoides). Mezi nezaddouci ucinky patii hypotenze,

hypertermie, alergie, neutropenie a trombocytopenie. (11)

5.2 Konjugované protilatky

V klinické praxi se nejastéji pouziva konjugace s radionuklidy.
5.21 Ibritumomab tiuxetan

Tato IgG1 monoklonalni protilatka anti — CD20 je mysiho pivodu. Je konjugovana
s radionuklidem Ytria %Y. Ytrium je B zafi¢, zafeni pronika 11,9 mm a plsobi lyzu
okolnich buné€k i v omezen¢ vaskularizovaném tumoru. Véaze se na povrch normalnich i
patologickych B — lymfocytt. Tiuxetan je chelataéni latka, ktera je kovalentné navazana

na protilatku a umoznuje tak jeji konjugaci s radionulidem.

Indikace: Ibritumomab tiuxetan je indikovan k 1é¢bé CD20+ folikularnaho lymfomu

v relapsu po terapii rituximabem.

Mezi nezadouci ucinky pii 1écbé touto protilatkou patii hlavné rizny stupeni
hematologické toxicity, kterému lze Castecné zamezit aplikaci hematopoetickych
rustovych faktorti. Mezi dalsi, ne tak zavazné nezadouci uCinky patii tinava, nevolnost,

horecka, tfesavka — ty v8ak vznikaji pfi kombinaci s Rituximabem. (11)

5.2.2 Tositumomab

Tato mysi protilatka IgG2 — A proti antigenu CD20 je konjugovana s radionuklidem
jodu 131 (311). Protoze radionuklid vyzafuje y zafeni, je nutné dodrzovat piisna pravidla
radiaéni ochrany pii manipulaci s nim. Proto se davkuje ve specidlnich stfikackach
s ochrannym obalem. Indikuje se k terapii NHL. ,,V EU ma od roku 2003 statut orphan
drug k 1é¢bé folikularniho lymfomu®. (11) Orphan drug jsou farmaceutické ptipravky,

které se pouzivaji k 1é¢bé vzacnych onemocnéni.
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Byly zjistény zavazné nezadouci ucinky jako je tézka cytopenie (snizeny pocet vSech
typi krevnich bunék), zejména trombocytopenie, hypersenzitivni reakce na mysi
bilkovinu, hypotyredza, sekundarni myelodysplasticky syndrom. Pfi aplikaci se mtze

objevit, horecka, tfesavka, dusnost a bronchospazmus.

5.2.3 Gemtuzumab ozogamicin

Gemtuzumab ozogamicin je humanizovana protilatka konjugovana s kalicheamycinem.
Jedna se o protinadorové antibiotikum izolované z bakterie Microsporum calichensis.

Patii mezi protilatky proti antigenu anti — CD33.

V USA je indikovan k 1écbé akutni myeloidni leukémie, v EU byl vSak v roce 2007

zamitnut. (11)

5.2.4 Inotuzumoab ozogamicin

Tato protilatka je také konjugovana s kalicheamycinem. Jednd se o rekombinantni
humanizovanou protilatku anti — CD22. Kalicheamycin piisobi na dvojité zlomy DNA a

zanik bunék apoptozou. Neni vSak schvalen ke klinickému pouziti. (11)

5.3 Protilatky proti receptoriim rodiny EGFR/ERBB/HER

Monoklonalni protilatky proti témto receptorim se uplatiuji hlavné pti 1é¢b¢ solidnich

nadord — kolorektalni karcinom a karcinom prsu.

5.3.1 Cetuximab

Jedna se o chimérickou IgG1 MP proti extracelularni doméné receptoru epidermalniho
rastového faktoru (EGFR/ERBB/HER1) (obr. 10). Tim, Ze se Cetuximab navaze na
receptor, dojde kblokaci aktivace signalniho pfenosu kaskady MAPK
(mitogen — activated protein kinases). Dale také zvySuje expresi inhibitoru cyklin
dependentnich kinaz. Dojde tak k omezeni bunécné proliferace. Dusledkem zvyseni

aktivity kaspaz dochézi k indukci apoptdzy a sniZeni exprese adhezivnich molekul. To
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pak vede k omezeni invazivity a metastazovani. Antiangiogenni (angiogeneze — tvorba
krevniho zasobeni kolem nadoru) a antiprolifera¢ni uc¢inky ma blokada exprese VEGF
(vascular endothelial growth factor) a FGF (fibroblast growth factor). Cetuximab se

podava v infuzich.

Indikace: Cetuximab se pouziva k 1é€bé kolorektdlniho karcinomu a jeho metastaz,
které exprimuji EGFR/ERBB/HER1. Podava se pacientim, u kterych selhala pfedchozi
lécba oxaliplatinou a irinotekanem. Uziva se v monoterapii nebo v kombinaci
S chemoterapii. Dale je tato monoklondlni protilaitka indukovana k 1é¢bé lokalné
pokroc¢ilych forem spinocelularniho karcinomu v ORL oblasti bud’ k monoterapii nebo
v kompinaci s derivaty platiny u metastatickych forem.

[ uzivani Cetuximabu ma nezadouci ucinky. Patfi mezi n€ nejCastéji kozni ptiznaky,
zejmeéna vyrazky, poruchy nehtli a poskozeni bazalnich keratinocytli, které vyvola tzv.
rash (vyrazka, ktera ovliviluje barvu, vzhled a texturu kize). Mezi dalsi pfiznaky patii
celkova slabost, bolest bficha, nevolnost a zvraceni. Miize se objevit i hypomgnezemie.

(11)
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Obr. ¢. 10: Struktura extracelularni domény EGFR v komplexu s Fab fragmentem
Cetuximabu (14)

5.3.2 Trastuzumab

Jednda se o rekombinantni humanizovanou IgGl — x MP proti receptoru
ERBB2/HER2/NEU (obr. ¢. 11). ZvySena exprese tohoto receptoru se nachazi
u pacientek skarcinomem prsu, ale i u karcinomu ovarii, prostaty a endometria.
K aktivaci receptoru dochézi tvorbou heterodimerti s dalSimi receptory receptorové
rodiny EGFR/ERBB/HER. Dochézi k blokad¢ signaliza¢nich kaskdd MAPK, které
stimuluji proliferaci nadorovych bunék, jejich invazivitu a inhibici apoptdzy.
Trastuzumab vykazuje také imunomodulaéni G¢inky a potlacuje produkci angiogennich
faktord. U karcinomu prsu se zvySena exprese receptoru povazuje za nepiiznivy faktor.
Jejim dusledkem dochazi ke kratS$imu piezivani, snizené citlivosti k chemoterapii a
k hormonalni 1é¢bé. Tato MP nepronika hematoencefalickou bariérou. I pii Gispésné 1é¢bé

primarniho nddorti mtize tedy dojit k metastazovani do CNS.
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Indikace: Je indikovan u pacientek s karcinomem prsu. Ve vétsiné ptipadt se pouziva
pouze v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. Samostatné 1ze pouzit pouze pii selhani pfedchozi

hormonalni 1é¢by.

Diky vysoké kardiotoxicité dochazi k poruse systoly. Je proto velice dilezité monitorovat
kardialni funkce pomoci echokardiografu. Mezi dalSi nezadouci u€inky patii duSnost

nebo pleuralni vypotek v disledku pneumotoxicity Trastuzumabu. (11)

Trastuzumab

Obr. ¢. 11: Trastuzumab v komplexu s HER2 (15)

5.3.3 Panitumumab

Tato lidskda monoklonalni IgG2 protilatka vykazuje vysokou afinitu k receptoru pro
epidermalni ristovy faktor (EGFR/ERBB/HER1). Vaze se na extracelularni doménu a
inhibuje pfislusnou transdukéni kaskadu, coz vede k omezené proliferaci a indukci

apoptozy, ke snizeni produkce IL8 a VEGF.

Indikace: Hlavni indikaci Panitumumabu je monoterapie pacientti s kolorektalnim
karcinomem a jeho metastdz. Testuje se 1 u nemalobunécné¢ho karcinomu plic

v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. Podava se v infuzich.

29



Tato MP je velmi dermatologicky toxicka. Z toho vyplyvaji i jeji nezadouci ucinky,
mezi které se fadi hlavné akneiformni dermatitida, pruritus (svédéni), exfoliace
(odlupovani ktize) nebo tvorba abscesti. Byla popsana téz plicni fibréza, zvraceni,
nevolnost, ale také hypomagnesemie (snizend hladina hot¢iku), hypokalcemie (snizena
hladina vapniku) a konjunktivitida. (11)

5.34 Nimotuzumab

Nimotuzumab je fragment humanizované terapeutické monoklonalni protilatky proti
receptoru EGFR o Mh 250 000 h. j. Po celém svété se provadéji klinické studie s cilem
vyhodnotit u¢innost Nimotuzumabu v riznych indikacich. Nimotuzumab je v fad¢ zemi
schvélen k 1é€bé spinocelularniho (dlazdicobunééného) karcinomu hlavy a krku, gliomu
a nasofaryngealniho karcinomu. Celkové muzeme fici, Ze terapeuticky potencial
nimotuzumabu pro 1é€bu nadorovych onemocnéni epitelového pitvodu je skutecné velky
(obrazek jeho struktury obr. ¢. 12.). Nimotuzumab je ve srovnani s dal§imi jiz
pouzivanymi monoklonalnimi protilatkami, jako je cetuximab a panitumumab velice

bezpecny.

Obr. ¢.:12 Krystalicka struktura Fab fragmentu Nimotuzumabu (16)
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Nimotuzumab byl ziskan transplantaci oblasti urCujici komplementaritu z mysich
monoklonélnich protilatek IgG2a ior egf/r3 do lidské struktury za pouziti pocitacového
modelovani. Rodicovské mysi monoklondlni protilatky ior egf/r3 byly generovany
spojenim nadorovych (myelomovych) bun¢k se splenocyty pochédzejicimi z mysi, které

byly imunizované purifikovanou lidskou placentarni frakci obohacenou EGFR.

Studie prokdzaly, Ze Nimotuzumab inhibuje proliferaci, pfeziti a angiogenezi a
vykazuje tedy protinadorové ucinky. Protinadorova aktivita Nimotuzumabu byla
testovana in vitro ve dvoudimenzionalnich (2D) a tfidimenzionalnich (3D) bunéénych
kulturdach odvozenych od spinoceluldrniho karcinomu. Mira inhibice vaskuldrniho
endotelového ristového faktoru byla v jednovrstevnych bunéénych kulturach zavisla na
davce. V ramci studii provadénych na modelech s podkoznimi xenoimplantaty nddorové
linie byly analyzou ,,Northern Blot* potvrzeny u nadorti inhibi¢ni G¢inky Nimotuzumabu
na VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor). U nadort 1é¢enych Nimotuzumabem
bylo také metodou znaceni volnych konci TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) zjisténo pétinasobné zvyseni indexu apoptozy.
Nimotuzumab miiZze vzhledem k buné¢né cytotoxicité zavislé na protilatkach a zavislé na
komplementu také vyvolat cytolyzu cilovych nadorovych bunék. Nimotuzumab ma
jedinecny klinicky profil. Pii hodnoceni protinddorovych u¢inki nebyly pozorovany
zavazné toxické reakce na kazi, v ledvinach ani na gastrointestinalni sliznici, které jsou

bézné spojené s 1éCbou protilatkami proti EGFR, jako je Cetuximab a Panitumumab.

Nedavna experimentalni pozorovani ukazuji, Ze na rozdil od jinych protilatek proti
EGFR, Nimotuzumab pfirozen¢ vyzaduje pro vytvofeni stabilni vazby k bunécnému
povrchu bivalentni vazbu (tj. soucasnou vazbu obou ramen protilatky ke dvéma cilovym
antigentim). Diky tomu se Nimotuzumab selektivné vaze k bunkam exprimujicim stiedné

vysoké mnozstvi EGFR. Vzhledem k vys$§im disociaénim konstantdm vykazuji
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Cetuximab i Panitumumab vysokou vazebnou afinitu i pfi nizké expresi EGFR, ktera je
charakteristickd pro zdravou tkan. Nimotuzumab ma oproti tomu nizsi vazebnou afinitu,
a tudiz se vaze s niz$i aviditou a interakce s vazebnym cilem je pfechodné. Diky tomu
nepusobi na zdravou tkan a nema zavazné toxické ucinky, které by omezovaly velikost
pouzité davky. Pii stiedni az vysoké expresi EGFR se mohou vSechny protilatky vazat s
vyssi aviditou. Studie hodnotici 1é€bu Panitumumabem a Cetuximabem nepodaly zadné
klinické diikazy, které by ukazovaly na to, Ze by vyssi vazebna afinita u téchto protilatek
vedla k jejich vyssi uCinnosti, nicmén¢ jasn¢ ukazuji, ze siln¢jsi vazba vede k vyssi
toxicité 1écby. Vazebné vlastnosti Nimotuzumabu mohou in vivo zlepSovat cileni na
nadory exprimujici EGFR v nadmérném mnozstvi ve srovnani s jinymi protilatkami proti

EGFR. (17)

5.3.5 Pertuzumab

Humanizovand MP, vazajici se na extracelularni doménu receptoru
ERBB2/HER2/NEU. Vazba této MP na receptor ERBB2/HER2/NEU zabramuje tvorbu
dimerd s ostatnimi receptory této rodiny a tim dochazi k blokad¢ proliferace nadorovych

bunék, které jsou zavislé na ligandu.

Indikace: na rozdil od pifedeSlych MP proti receptorim EGFR/ERBB/HER neni
Pertuzumab schvélen ke standardnimu klinickému pouziti. V ramci studii se testuje jeho
pouziti pii 1é¢bé metastatického karcinomu prsu, ovarii, nemalobunééného karcinomu
plic, karcinomu prostaty a tlustého stfeva. Ve vétsiné ptipadu se testuje pouziti jeho

pouziti v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. Davkuje se nitrozilng.
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5.4 Protilatky s antiangiogenim u¢inkem
5.4.1 Bevacizumab

Jedna se o neutraliza¢ni humanizovanou protilatku proti ligandu VEGF (Vascular
endothelial growth factor). VEGF se vaze na VEGFR 3, coz komplexné¢ blokuje

novotvorbu cév v nadoru.

Indikace: Bevacizumab se pouziva hlavné 1é¢bé metastatického karcinomu tlustého
stieva. V kombinaci s derivaty platiny se pouziva k 1é¢bé neresektabilniho, pokroc¢ilého
nebo metastazujiciho nemalobunééného karcinomu plic. Nejéastéji se pouziva k terapii
v kombinaci s jinymi lé¢ivy, napf. s cytostatiky nebo jinymi MP. Podava se ve formé
infuzi.

Lécba touto MP se dobfe toleruje. I piesto byly popsany nezadouci ucinky, mezi které
patii nejCastéji hypertenze, proteinurie, slizni¢ni krvaceni a epistaxe (pfechodné krvaceni

z porusenych cév v oblasti nosni sliznice). Nejobavangjsi komplikaci je perforace stfeva.

5.5 Bispecifické/trifunkéni protilatky

5.,5.1 Ertumaxomab

Tato trifunkéni mysi protilatka je namifena proti antigenu T — lymfocytd a proti
receptoru ERBB2/HER2/NEU. , Afinita vi¢i CD3 piisobi atrakci cytotoxickych T —
lymfocytlh do nddorové masy a spolu s aktivaci ADCC pres Fc fragment protilatky
dochdzi k posileni pfirozenych mechanismii bunééné protinddorové imunity*.
Ertumaxomab je uc¢inny pii rezistenci na Trastuzumab. Je prozatim ve fazi klinickych
studii u metastatického karcinomu prsu pfi rezistenci na Trastuzumab. Mezi nezaddouci
ucinky wuzivani patii pyretické reakce, bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni a

lymfocytopenie.
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5.5.2 Catumaxomab

Patii mezi bispecifické trifunkéni hybridni mys$i monoklondlni protilatky. V ramci

klinického zkousSeni se testuje k 1é€b& nemocnych s karcinomem ovarii a maligni ascites.

5.6 Dalsi perspektivni protilatky

5.6.1 Denosumab

Je neutralizacni, pln¢ lidska protilatka proti RANK ligandu (Receptor Activator of
Nuclear Factor). Probiha testovani k 1é¢bé kostnich metastaz u karcinomu prsu nebo
prostaty, u revmatoidni artritidy a osteoporozy. Casto se pouziva Vv kombinaci

S bisfosfaty.

5.6.2 Pemtumomab

Pemtumomab je mysSi monoklonalni protilatka IgG1 proti abnormalni formé mucinu,
ktery je produkovany pii karcinomu ovarii, Zaludku a kolorekta, ale i plic, prsu a prostaty.
Mezi nezadouci ucinky patii muskuloskeletarni potize a flu — like syndrom (chiipce
podobné¢ ptiznaky).

5.6.3 Basiliximab
Jedna se o chimérickou mysi/lidskou protilatku proti CD/251L2Ra (o podjednotka

receptoru pro IL2). Basiliximab ma vysokou afinitu k antigenu CD25 u aktivovanych

T — lymfocytl a brani vazbé IL2 na receptor. MP je urcena k profylaxi akutni rejekce
organu u alogenich transplantaci ledvin. VétSinou se uziva v kombinaci

S imunosupresivy. Jedinym potvrzenym nezddoucim ucinkem je hypersenzitivni reakce.

6. Metody stanoveni monoklonalnich protilatek

6.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - high performance liquid

chromatography) patii mezi separa¢ni metody. Je zaloZena na postupném rozdéleni latky
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mezi dvé faze — mobilni (pohyblivou) a stacionarni (zakotvena). Délen¢ latky se nazyvaji
soluty. Vysledkem déleni je takzvany chromatogram (viz obrazek ¢. 13). Jedna se o

zavislost koncentrace solutli na mnozstvi proteklé mobilni faze nebo na Case.
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Obr. ¢. 13: Ukdzka chromatogramu. (18)

RozliSujeme separace v ploSném nebo kolonovém usporaddni. HPLC se provadi
Vv kolonach. Zde je stacionarni faze umisténa v koloné (trubici), kterou protéka mobilni

faze samovolné vlivem gravitace, nebo je pohdnéna pietlakem ¢i ¢erpadlem.

Mobilni faze se vyznamné podili na separaci. Je vzdy jednoduché zménit polarni fazi,
nez stacionarni. Mobilni faze je charakterizovana polaritou a selektivitou. Proto se jako
mobilni fAze pouzivaji polarni kapaliny, které jsou sefazeny dle polarity v tzv. eluotropni
fade.

Kolony, které se pouzivaji v HPLC musi odolat vysokému tlaku a teploté. Jsou vétSinou
z ocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice o vnitinim priméru 2 — 5 mm a délce 30 —

300 mm. Kolony jsou naplnény prave stacionarni fazi.

Mezi detektory pouzivané v HPLC patii nejCastéji fotometricky detektor popf.
fotometricky detektor pracujici v UV oblasti. Déle se pouzivéa fluorimetricky detektor,

detektory elektrochemické (coulometrické, amperometrické, ...). Pro radioaktivné
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znaCené protilatky se pouzivaji rizné typy pritokovych detektort radioaktivity. Mezi
moderni, drahé a mechanicky naro¢né detektory patii hmotnostné spektrofotometricky

detektor.

HPLC se vyvinula z plynové chromatografie na pocatku 70. let. Velkou vyhodou je
Siroka oblast pouzitelnosti a proto velice Casto doplituje plynovou chromatografii. Lze

ovliviiovat slozeni mobilni faze, kterd se vyznamné podili na separaci. V porovnani
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Obr. ¢. 14: Blokové schéma kapalinového chromatografu. (21)

6.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography) se fadi mezi

separaéni metody s plosnym uspofadanim. Jedna se o velice jednoduchou, finanéné
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nenarocnou a Casto pouzivanou laboratorni metodu. Pouziva se pro separaci nebo pro

semikvantitativni vizualni analyzu. Pro stanoveni MP se pouziva ziidka.

Principem TLC je déleni latek mezi mobilni a staciondrni fazi. Stacionarni faze je
plosné usporadéana, na rozdil od kolonové chromatografie. Vzorek se nanasi na okraj
tenké vrstvy ve formé skvrny. Pak se tenka vrstva ponoti do mobilni faze, kterou tvori
smés rozpoustédel a necha se vzlinat. Tenkd vrstva je umisténa v komote nasycené

parami mobilni faze (obrazek 15).

YALN gEss \
TLC plate \ 7
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sampleloadingspots W

Obr. ¢. 15: Komora nasycena parami s tenkou vrstvou. (22)

24

Mobilni faze pak unasi analyty, které jsou zadrzovany rizné stacionarni fazi. Asi 1 cm
pied koncem TLC desky oznacime tzv. ¢elo. Zde se ukonci analyza. Deska se vyjme
Z komory, vysusi se, oznac¢i se polohy skvrn a ¢elo. K detekei skvrn se pouziva reakce
s vhodnym c¢inidlem, ktera je zviditelni, popt. UV zafeni. Nékteré latky jsou po déleni

zbarvené ptirozeng.

V TLC se déli latka mezi stacionarni a mobilni fazi, jako u vSech ostatnich typt
chromatografii. Zde se ale nachazi jesté treti faze a tou jsou pary mobilni faze. Poloha
separovanych zon je popsana tzv. reten¢nim faktorem Rr. Je definovan jako pomér
vzdalenosti, které urazili slozku vzorku di a ¢elo mobilni faze dm. (Rr = di/dm). Hodnota

retencniho faktoru se pohybuje od 0 do 1. Pokud je hodnota 0 latka nemigruje, naopak
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pifi hodnoté¢ 1 Ilatka putuje s celem rozpoustédla. (obrazek ¢. 16, 17— ukazky

chromatogramit) (19)
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Obr. ¢. 16: Chromatogram se zndazornénim vypoctu Rr. (23)
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Obr. ¢. 17: Ukdzka chromatogramu. (24)

6.3 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Gelova chromatografie patii mezi chromatografie kapalinové. Dochdzi tedy k rozdéleni
rozpuSténé latky mezi mobilni fazi, a rozpoustédlo uzaviené v poérech gelu, které
predstavuje fazi stacionarni. K separaci latek pak dochazi na zékladé nestejné velkych

délenych molekul (schéma obr. 16).
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Gely a porézni ¢astice jsou bud’ hydrofobni, nebo hydrofilni povahy. Na hydrofilnich
gelech dochdzi k déleni hydrofobnich makromolekul eluci vodnymi roztoky. Hydrofobni

molekuly se pak frakcionuji na hydrofobnich gelech eluci organickym rozpoustédlem.

Jako hydrofilni gely se pouzivaji polymery na bazi dextranu nebo akrylamidu. Nejvice se
pouzivaji tzv. Sephadexy. Jedna se o pri¢n¢ zesiténé dextrany. Velikost pori je dana
stupném zesiténi pii polymeraci dextranu epichlorhydrinem. Na tom zavisi i velikost

molekul, které je mozné délit.

Sephadexy bobtnaji ve vod¢ a vodnych roztocich. Kolony, které se jimi plni, nesnasi
velky tlak. To omezuje pouzitelnost kolon i vétsi prutokovou rychlost. Jako mobilni faze
se pii déleni na Sephadexu pouzivaji vodné roztoky elektrolyta urcité iontové sily. Mezi
nejcastéji délené latky pomoci GPC patii peptidy, proteiny a jiné latky pouzivané zejména
v biochemii. Tyto latky lze analyzovat, nebo urcit jejich molekulovou hmotnost. Jako

detektor se v GPC pouziva nejcastéji diferencialni refraktometr. (25)

Porous
polymer beads

Protein mixture is added
to column containing
cross-linked polymer.

Protein molecules separate
by size; larger molecules ge
pass more freely, appearing
in the earlier fractions.

Obr. ¢. 18: Schéma GPC. (26)
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7. Zavér

V moji bakalaiské praci jsem studovala mechanismus uUCinku monoklonalnich
protilatek, jejich pouziti k terapii malignich i benignich onemocnéni i jejich nasledné
nezadouci U¢inky. Vytvorila jsem stru¢ny piehled a rozdéleni do skupin podle mista

ucinku popf. struktury.

Monoklonélni protilatky maji dle mého nazoru velky potencial pro lécbu jinak
nelécitelnych onemocnéni. VéEtSinou jsou jiz schvéilené a nckteré jsou stale ve fazi
klinického testovani. Maji ovSem i mnoho nezadoucich G¢inkd, nékteré mohou byt i
smrtelné. Je proto tfeba peclivé zvazit jejich pouZziti pro individudlni 1écbu pacienta,

popiipadé monitorovat rizika vzniku nezadoucich u¢inkl a pokusit se jim predejit.
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8. Seznam zkratek

NK — natural killers (pfirozeni zabijeci)

Ig — imunoglobulin

Fab — antigen binding fragment

Fc — fragment cristallizable region

CD — cluster of differentiation

ADCC — antibody — dependent cell — mediated cytotoxicity
CDC - complement dependent cytotoxicity

BIiTE — bi — specific T — cell engagers

ScFv — single — chain fragment variable

HAMA — human anti — mouse antibody

HAHA — human anti — human antibody

EGFR — epidermal growth factor receptor

VEGF - vascular endothelial growth factor

FGF — Fibroblast growth factors

HLA — DR — Human Leukocyte Antigen - antigen D Related
IL — interleukin

DNA — deoxyribonucleic acid

ORL — otorhinolaryngologie

NHL — nehodgkinsky lymfom

Db — diabody

scDb — single — chain diabody

TNF — tumor necrosis factor

CLL — chronické lymfocytarni leukémie

NIH — National Institutes of Health

RANK — Receptor Activator of Nuclear Factor

TUNEL — Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling
MAPK — Mitogen — activated protein kinase

HPLC — high — performance liquid chromatography

UV — ultrafialova oblast svétla

GPC — gel permeation chromatography
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