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Protilatky

v laboratorni diagnostice a farmakoterapii

Historické milniky

Od objevu protilatek Emilem von Behrin-
gem ubchlo vice nez 120 let, pficemz ales-
pon casteéné diagnostické i terapeutické
vyuziti ptislo az po roce 1950. Frakcionace
plazmy, ptesngji feceno Cohn-Oncleyova
frakcionace, pomohla z vétsi Casti vytesit
problém ohledné izolace a purifikace imu-
noglobulinti od lidskych darct ¢i zvirat.
Izolaty se tak postupné zavadéli do medi-
cinské praxe ve smyslu substituéni 1é¢by
nebo pasivni imunizace.

V laboratorni diagnostice nasly proti-
latky vyuziti v imunochemickych meto-
dach, naptiklad imunoprecipitaci na gelu,
v roztoku. Protilatky v té dob&é bohuzel
byly polyspecifického eventualné mono-
specifického charakteru. Teprve od polo-
viny sedmdesatych let jsme si osvojili po-
stupy, které vedou k jejich cilené produk-
ci. Cilenou produkci ted’ chapejme jako
nase moznosti vyroby imunoglobulini
o chténém izotypu a chténé antigenni
specifi¢nosti, aby pouziti bylo standard-
néjsi.

Protilatky
v diagnostice in vitro

Prvni metodou, kterd umoznila imunoglo-
buliny produkovat nejen ve velkém mnoz-
stvi ale i jednotné specifi¢nosti vici pre-
dem vybrané antigenni determinanté, byl
proces znamy pod terminem technologie
bunécnych hybridomii. Za objevem stal
Cesar Milstein spole¢n¢ s Georgem
Koéhlerem. Umoznili tak vyrobu monoklo-
nalnich protilatek (mAb), které se vyzna-
¢uji specificnosti vici jednomu epitopu
téhoz antigenu.

Uplatnéni nalezly pfedevs§im v labora-
torni diagnostice, kde limity klasické sub-
stratové chemie pochopiteln¢ nedovolo-
valy analyzovat hormony, vitaminy, lé¢iva
a v neposledni fadé infek¢éni markery. Diky
technologii mame k dispozici protilatky,
které vySe uvedené analyty dokazi stan-
dardné in vitro vyvazovat, coz je zakladni
predpoklad ke vzniku imunochemické re-
akce s naslednym stanovenim. Pro takové
metody pouzivame obecny termin immu-
noassay.

Diagnostické protilatky od jednotli-
vych vyrobet vykazuji funkéni rozdily.
Zalezi na tom, jaky epitop na antigenni
struktufe rozeznavaji. Nezapomenme, ze
mezi antigeny v nasem piipad¢ fadime
i endogenni molekuly, jez pro ¢lovéka ne-
maji imunogenni charakter. Zajimavy pfi-
klad predstavuje methotrexat. Lécivo je
analogem folatu s u¢inkem antimetabolitu
vyuzivanym jako cytostatikum nebo imu-

Vyroba monoklondlnich protilatek

nosupresivum. Oproti folatu methotrexat
zhruba v poloviné molekuly obsahuje na-
vic CH3 skupinu. Existuji protilatky, jejichz
vazebna mista dokazi molekuly vzajemné
odlisit a umoznuji tak sledovani plazmatic-
ké hladiny Ié¢iva i kyseliny listové. Nic-
méné v praxi se muzeme setkat s nedosta-
te¢nou specificnosti diagnostik.

Mnoho lé¢iv zptisobuje interference.
Za zminku stoji pseudoefedrin, selegilin ¢i
bupropion, které kvuli své struktufe mo-
hou zktizené reagovat s protilatkami ke
stanoveni amfetaminti. Vznika tak fale$na
pozitivita. Opacna situace nastava u fales-
né negativity. Kupftikladu australsky anti-
gen (HBsAg) viru hepatitidy typu B, a¢
velmi sporadicky podléha mutaci. V pozici
145 proteinového fetézce dojde k vymene
argininu za glycin. Jelikoz oblast 140 az
145 je epitopem pro nektera diagnostika,
v pfipadé zamény aminokyselin imuno-
chemicka reakce neprobé&hne.
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Fab a Fc fragmenty MabThery v klasickém Y-tvaru proti-
latky

Technologie
bunéénych hybridomu

Bunéény hybridom vznika fazi plazmatic-
ké bunky s imortalizovanym leukocytem
naptiklad vychazejicim z myeloidni linie.
Vse zacina vakcinaci biologického modelu
- nejCastéji mysi, potkana nebo kiecka.
Zvite po zpracovani antigenu produkuje
imunokompetentni bunky, mezi nimiz jsou
iaktivované B-lymfocyty. Buniky ziskdme
ze sleziny biologického modelu a potiebu-
jeme je imortalizovat, aby fungovaly jako
dlouhodoby zdroj protilatek. V tom ndm
pomize jejich fize s nadorove transfor-
movanymi bunkami myeloidni fady, jez
postradaji Hayflicktv limit, tedy neomeze-
né proliferuji. Samotné spojeni buné¢k lze
navodit pfitomnosti polyethylenglykolu
nebo inaktivovanym Sendai virem (SeV),
jehoz ptitomnost indukuje vznik syncytii.

V bunééné kultute ndm tedy vznikaji tfi
typy hybridomui: plazmaticka bunka-plaz-
maticka buika, plazmaticka bunika-myelo-
idni bunika a myeloidni bunka-myeloidni
bunka. Nas ovSem zajimaji jen plazmocyty
fuzované s myeloidnimi bunikami. K jejich
separaci lze pouzit selekéni médium, pies-
néji fec¢eno HAT médium. Vyuziva skutec-
nosti, ze obsah hypoxantinu, aminopteri-
nu a tymidinu buitkdm inhibuje syntézu
guanosinu a zamezuje tak proliferaci. V ta-
kovém piipadé klasické buniky mohou za-
pojit enzym HGPRT (hypoxantinguanin-
fosforibozyltransferazu) schopny inhibici
obejit. Nicméné pfi fizi se pouzivaji mye-
loidni HGPRT negativni mutanty, takze
produkce guanosinu opravdu neni mozna
a v médiu hynou. Ponévadz izolované
mysi lymfocyty HGPRT pfirozené obsahu-
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ji, v kultivaénim médiu ziskavaji selekéni
vyhodu, kterou piedaji myeloidnim bun-
kam. Ovsem za piedpokladu, Ze fuzuji.

Ted’ uz neni problém dosahnout selek-
ce pozadovanych hybridomt, protoze
vzajemné spojené myeloidni bunky trpi
absenci metabolické drahy a spojené lym-
focyty bez patficné stimulace postradaji
dostatecny stupen viability. Jen chténé
hybridomy disponuji dostatecnou prolife-
racni aktivitou.

K poslednimu kroku nalezi vybér bu-
nék, které syntetizuji imunoglobuliny na-
mifené k pozadovanému epitopu. Toho
dosahneme pasazovanim a imunochemic-
kym testovanim jednotlivych linii.

Vyuziti protilatek in vivo

Jak bylo uvedeno, technologie nam doka-
ze poskytnout protilatky ve velkém mnoz-
stvi s moznosti vybéru antigenni determi-
nanty, k niz budou afinovat. Praktické vy-
uziti nachazeji jen v in vitro aplikacich ¢ili
diagnostice. Bohuzel uziti in vivo za tce-
lem 1é¢by je znaéné limitovano. Pro lidsky
organismus jsou molekuly zcela xenogen-
ni. Po parenteralnim podani u lidi navozuji
imunologickou odpovéd’ ve smyslu tvor-
by vlastnich protilatek (human anti-mou-
se antibodies), coz vede k jejich rychlé eli-
minaci jesté pred nastupem vlastniho far-
makodynamického efektu. Navic u jedinct
s dispozici mohou indukovat systémovou
alergickou reakci neboli anafylaxi eventu-
alné tvorbu imunokomplexti.

Chimérické
a humanizované protilatky

Zminéné problémy pomohly vyftesit tzv.
chimérické a humanizované monoklonalni
protilatky. Postup vedouci k jejich vyrobé
snoubi technologii bunéénych hybridomt
s technologii rekombinantni, pfi niz do
bunky vkladame cizi gen kodujici vznik
ciziho proteinu.

Klasické hybridomy totiz syntetizuji
imunoglobuliny na podkladé své DNA,
ktera je podle dogmatu molekularni biolo-
gie transkribovana do RNA a posléze
podrobena translaci za vzniku proteino-
vych fetézci. Neni tedy tézké intracelular-
ni RNA kédujici protilatky izolovat. Dalsi

krok spociva v reverzni transkripci ziskané
RNA zpét do komplementarni DNA
(cDNA). Urcity usek komplementarni
DNA koresponduje s mysi protilatkou

v oblasti, kde se vaze s antigenem cili Fab
usekem. DNA je zapotiebi amplifikovat
PCR metodou, aby geneticky material

z hybridomu nahradil ty ¢asti genu, které
jsou zodpovédné za syntézu oblasti Fab
v lidské protilatce. Vysledna protilatka va-
zebnymi oblastmi tedy odpovida mysim
sekvencim aminokyselin a ostatni ¢asti
molekuly analogicky kopiruji klasicky lid-
sky imunoglobulin (Obr. 1).

Podle stupné nahrady pak mtizeme ho-
vorit o chimérickém nebo humanizovaném
typu molekuly. U obou typti dojde k vy-
meéng¢ fetézct v konstantni oblasti (Fc),
ziskaji zpravidla izotyp IgG1, ktery dobie
aktivuje komplement klasickou cestou
i cytotoxické mechanismy bunééné imuni-
ty. Pokud vyvazuji solubilni antigeny,
vzniklé imunokomplexy nasledné vychy-
tava retikuloendotelovy systém (RES)
prostiednictvim makrofagti. Pohlcené pro-
tilatky nebo jejich zbytky na bunééné
urovni katabolizuje ubikvitinovy degra-
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dacni systém. Dalsi oblast Fab ucastnici
se vazby s epitopem miize zlistat mysi,
a pak hovofime o chimérickych protilat-
kach.

Odlisna situace nastava u humanizo-
vanych protilatkek. Uvédomme si, ze cely
fragment Fab nepodléhé vazbé s antige-
nem. Proto lze tyto nepodstatné ¢asti také
nahradit lidskym fetézcem. Vznikne proti-
latka v niz pivodni (mysi) zistanou jen ty
casti Fab, které bezprostiedné participuji
na vazbé s epitopem. Stupen humanizace
dosahuje az 96 procent, coz znemoziuje
lidskému imunitnimu systému zasadnéji
reagovat. Naproti tomu chimérické proti-
latky byvaji homologni ze 75 procent.
Zjednodusené muzeme fici, Zze u chiméric-
kého typu zustava vice oblasti mysiho
ptvodu nez u humanizovaného (Obr. 2).

Priklady terapeutickych
protilatek

Jako kazda 1é€iva je zapotiebi i terapeutic-
ké imunoglobuliny oznacit generickym na-
zvem. Obecné se prijalo pravidlo, ze

k ndzvu protilatky pridavame koncovku
-mab, naptiklad omalizumab. Pro upiesné-
ni obsahuji humanizované typy delsi kon-
covku -umab, chimérické -ximab. V sou-
Casnosti pribyva nove registrovanych 1¢é-
¢iv, nicméné pozornost vénujeme jen né-
kolika z nich.

Je piekvapivé, Ze jen jeden preparat
s humanizovanou monoklonalni protilat-
kou je urceny k 1é¢bé infekéniho onemoc-
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Obr. 1: Vyroba diagnostickych protilatek v porovnani s terapeutickymi

néni. Palivizumab (Synagis®) neutralizuje
respiracni syncytialni virus (RSV), ktery
navozuje infekci dolnich dychacich cest.
U imunosuprimovanych pacientt ¢i ko-
jenct mize mit fulminantni prabeh. RSV
na povrchu obalu vystavuje G-glykopro-
tein zodpoveédny za adhezi k butice

a F-protein. Protektivni efekt 1é¢iva spoci-
va v asociaci prave s F-proteinem, jez zod-
povida za prunik viru do buiky i pozdéjsi
vznik syncytii.

Omalizumab (Xolair®) je anti-IgE pro-
tildtkou humanizovaného typu. Zlepsuje
stav pacientl s dekompenzovanym ast-
matem, kde selhala dosavadni konven¢ni
lécba. Na astmatu jakoZzto imunopatolo-
gické reakei typu I participuji molekuly
izotypu IgE. Omalizumab cirkulujici IgE
vyvazuje za vzniku solubilnich komplexti
nasledné¢ vychytavanych retikuloendote-
lovym systémem. Protoze afinuje k IgE ex-
primovanym i na aktivovanych B-lymfo-
cytech, tlumi syntézu novych protilatek.
Vysledkem obou mechanismi G¢inku je

zlepSeni klinického stavu pacienta.

K terapii chronickych zanétlivych sta-
v, jako je napfiklad revmatoidni artritida,
mame k dispozici tocilizumab (RoActem-
ra®). Obvykle se podava v kombinovaném
rezimu s methotrexatem, mnohdy v ptipa-
dech, kdy pacient vykazuje rezistenci
k dosavadni biologické 1é¢bé antagonisty
TNF-alfa. Tocilizumab charakterizujeme
jako humanizovanou monoklonalni proti-
latku. Molekula blokuje transmembranové
receptory pro interleukin 6 (IL-6R) expri-
mované predev§im na mononuklearech,
fibroblastech eventualné bunkach en-
dotelu, a tim navozuje antiflogisticky
efekt.

Prikladem zminovanych antagonisti
TNF-alfa muze byt adalimumab (Humi-
ra®). Obecné tyto blokatory TNF-alfa inhi-
buji bud’ samotny receptor, nebo jeho pfi-
slusny ligand, coz také tlumi patogenezi
zanétu. Vyhoda adalimumabu spociva
v §irSim indikac¢nim spektru zanétlivych
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Obr. 2: Oznaceni imunoglobulinu podle stupné nahrady retézcii

nemoci, jako je Crohnova choroba ¢i pso-
ridza.

Velky pocet registrovanych preparat
je indikovan k onkologické 1é¢bé. Na mo-
lekularni urovni jsme totiz poznali mnoho
receptort eventualné jejich ligandd souvi-
sejicich s nadorovou transformaci bunék.

Bevacizumab (Avastin®) je humanizo-
vanou monoklonalni protilatkou potlacuji-
ci angiogenezi, ktera doprovazi riist vetsi-
ny solidnich nadord. Diky tomu jsou po-
kryty jejich nutri¢ni pozadavky. Na novo-
tvorbé krevnich cév participuje predevsim
vaskularni endotelovy rustovy faktor
(VEGF). Mimo n¢j mtizeme jeste zminit
transformacni rastovy faktor (TGF-beta),
eventualné destickovy rustovy faktor
(PDGF). Spole¢né pozitivnim zptisobem
moduluji endotelové bunky, jez jsou me-
zenchymalniho pivodu. Lécivo s vasku-
larnim endotelovym rastovym faktorem
vytvaii komplex. Pfislusné receptory na
endotelu, k nimz fadime dva typy
(VEGFR1, VEGFR2), postradaji agonistic-
ky efekt ristového faktoru. Disledkem je
nedostate¢né cévni zadsobeni nove vzni-
kajici nddorové tkan€. Snizena angiogene-
ze prokazatelné prodluzuje pieziti pacientti
s kolorektalnim karcinomem (nejcastéji se
bevacizumab podava v kombinovaném
rezimu s 5-fluorouracilem) a pravdépodob-
né prokaze efekt u pankreatického adeno-
karcinomu, svétlobunééného karcinomu
ledviny ¢i nemalobunééného karcinomu
plic.

Rituximab (MabThera®) fadime k chi-
mérickym monoklonalnim protilatkam. Pro-
toze afinuje k povrchové molekule CD20,
kterou zvysené exprimuji bunky lymfomu
vychézejici z B-lymfocytt, je indikovan
k terapii tohoto onemocnéni. Vazba imu-
noglobulinu ¢ili opsonizace nasledné
spousti imunitni procesy na podkladé ak-
tivace komplementu nebo piimé cytotoxi-
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city vedouci k eliminaci nadorové trans-
formovanych bunék v lymfatické tkani.

Vyhled do budoucna

V soucasnosti rozvoj biotechnologii v ob-
lasti konstrukce imunoglobulinti umoznu-
jejejich cilenou vyrobu viéi molekulam,
jez sehravaji roli v patogenezi fady cho-
rob. Po ukonéeni klinickych studii muze-
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