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HIMERNA IN HUMANIZIRANA
PROTITELE SA Himerna protitelesa:

O Eloveski re kombinanini antigen 1: lacija limfocitov B 60'70% élOVCéka
ﬂ\ Humanizirana protitelesa:
. 90-95% cloveska

izolacija Zeljenega kKlona limfociiov in izolacija
DNA sekvence z:.prntmeln

@ = cloveska plazmaitka

- gemi protitelo protitelo
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PRIPRAVA PROTITELES S POMOCJO

FAGNEGA PRIKAZA

imunizacija in izolacija limfocitov -
izolacija mMRNA, reverzna transkripcija v
cDNA —

pomnozevanje s PCR —

ligacija z vektorjem —

transformacija E. coli z vektorjem, ki
nosi DNA imunoglobulina, ki je nastal po
imunizaciji —

superinfekcija s pomoznim fagom, da
pride do izlo¢anja fagov —

obogatitev fagov, ki se specificno vezejo

iz velikega ozadja priblizno 109klonov -
kloniranje specificno obogatene
populacije iz E. coli —

preizkuSanje vezave protiteles z ELISA
ali prenosom po Westernu —
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OMEJITVE IN STRANSKI UCINKI
ZDRAVLJENJA

m Intravenska aplikacija zaradi proteinske narave protiteles

m Pocasnejsa distribucija, zmanjsana sposobnost prehoda v
tumorsko tkivo

® Imunogenost

m Prisotnost antigenov tudi na normalnem tkivu, navzkrizna
reaktivnost protiteles z antigeni normalnih celic



LASTNOSTI IDEALNEGA PRIPRAVKA S
PROTITELESI

®m izkazuje monospecificnost do tarcnega antigena

® ne kaze navzkrizne reaktivnosti do drugih vezanih ali
topnih antigenov

m sprozi hiter in moc¢an imunski odziv

m sterilen in apirogen, brez nezelenih proteinov, DNA,
mikroorganizmov in endotoksinov

® ne povzroci nastanka protiteles proti terapevtskim
protitelesom

m prosto, nevezano protitelo ne povzroci aktivacije
komplementa po klasi¢ni ali alternativni poti

m  se ponovljivo pridobiva iz stabilnih celicnih klonov



MEHANIZEM DELOVANIJA
MONOKLONSKIH PROTITELES

m Direktna inhibicija rasti
Blokada receptorjev za rastne faktorje in mitogene citokine
Protitelesa proti Fas, APO-1, integrinom inducirajo apoptozo
m CitotoksiCnost povzrocena s komplementom
ProteolitiCnha kaskada komponent komplementa-nastanek MAC
m S protitelesi povzroCena celicha citotoksicnost
Vezava celic z receptorji za Fc del na vezana protitelesa-
fagocitoza ali liza tumorskih celic



OKT3®)

Leto Monoklonsko Tarcéa zdravila Vrsta Indikacije
odobritve protitelo
1986 Muronomab (Orthoclone CD3 na membrani limfocitov T misje 1gG2a zavrnitev presajenih

organov

1994

Abciximab (ReoPro®,

receptor GP Ilb/llla za strjevanje

krvi na membrani trombocitov

himerno Fab

strjevanje krvi po
operaciji srca

1995

Edrecolomab (Panorex®,

Ep-CAM (17-1A)

himerno 1gG1

rak debelega ¢revesa in
danke

Nemcija
1997

Daclizumab (Zenepax®)

receptor za IL-2 na aktiviranih
limfocitih T (CD25)

humanizirano
1gG1

zavrnitev presajenih
ledvic

1997

Rituximab (Rituxan®,

CD20 na membrani limfocitov B

himerno 1gG1

ne-Hodgkinov limfom

1998

Basiliximab (Simulect®,

receptor za IL-2 na aktiviranih
limfocitih T (CD25)

himerno 1gG1

zavrnitev presajenih
ledvic

1998

Palivizumab (Synagis®)

protein F RSV

humanizirano
1gG1

zaS&¢ita pred okuzbo z
RSV

1998

Infliximab (Remicade®,

TNF

himerno 1gG1

revmatoidni artritis,
Chronova bolezen

1998

Trastuzumab (Herceptin®)

receptor za HER2

humanizirano

mestazirajodi rak dojke

konitgat

1gG1
2000 Gemtuzumab (Mylotarg®, CD33 na levkemijskih celicah humanizirano akutna mieloidna
1gG4-toksin levkemija

2001

Alemtuzumab
(MabCampath®,

CD52 na limfocitih Tin B

kenjugat
humanizirano
1gG1

kroni¢na limfocitna
levkemija

2002

®
Y-ibritumomab (Zevalin )

CD20 na membrani limfocitov B

misje 1gG1-
radionuklid

konitiaat

ne-Hodgkinov limfom

RuUrjuyat

konitiaat

02 Adilimumab (Humira®) TNF ¢lovesko 1gG1 revmatoidni artritis
03 Omalizumab (Xolair®, IgE humanizirano astma
19G1
03 lgll-tositumimab (Bexxar®) CD20 na membrani limfocitov B misje 1gG1- ne-Hodgkinov limfom
radionuklid

RuUrjuyat

03 Efalizumab (Raptiva®) CD11a humanizirano psoriaza
1gG1

04 Bevacizumab (Avastin®) VEGFR humanizirano rak debelega ¢revesa in
1gG1 danke

04 Cetuximab (Erbitux®, EGFR himerno 1gG1 rak debelega ¢revesa in

danke




MYLOTARG™ (Gemtuzumab ozogamicin)

m Rekombinantno Clovesko protitelo IgG4 in citotoksicni
protitumorski antibiotik calicheamicin

m Zdravljenje CD33+ akutne mieloiCne levkemije

m CD33: od siali€ne kisline odvisen vezavni protein na povrsini
levkemicCnih mieloblastov in nezrelih celic mielomonocitne vrste

m [nternalizacija kompleksa antigen-protitelo in sprostitev
calicheamicina v lizosomih, vezava v mali zleb DNA in prekinitev
DNA ter smrt celice

m 50% protiteles povezanih preko bifunkcionalnega linkerja s 4-6
molekulami calicheamicina, 50% protiteles je prostih



CAMPATH® (Alemtuzumab)

m Rekombinantno Clovesko monoklonsko protitelo IgG1 anti-CD52

m CD52: normalni in maligni limfociti T in B, monociti, makrofagi in
celice moskega reproduktivnega sistema

m Zdravljenje B-celicne kroni¢ne limfocitne levkemije (B-CLL), pri
bolnikih, ki se zdravijo z alkilanti in ne odzivajo na fludarabin

m SproZi s protitelesi povzroceno citotoksiénost ter odstranitev
malignih celic iz krvi kosthega mozga in ostalih organov

m Signifikantna vezava tudi v kozi in reproduktivhem traktu

m Oportunisticne infekcije, infuzijske reakcije, hematoloska
toksicnost



PANOREX® (Edrecolomab)

m  Misje monoklonsko protitelo proti antigenu CO 17-1A na povrsini
epitelijskih celic
m Adjuvantna terapija kolorektalnega karcinoma v stadiju Dukes'C

m CO 17-1A uvrs€Camo med adhezijske molekule EpCAM, izrazen
na vseh epitelijskih celicah debelega Crevesa, vendar v vecjih
koliCinah ter v prosti obliki na rakavih celicah

m SproZi se s protitelesi posredovana celi€na citotoksiénost
predvsem mononuklearnega fagocitnega sistema, ki jo lahko
poveCamo z imunomodulatorji IL-2, GM-CSF, I[FN-y



HERCEPTIN® (Trastuzumab)

® Humanizirano monoklonsko protitelo 1gG1

m Zdravljenje metastaznega raka dojke, kjer je poveCana
ekspresija HER2 (kot monoterapija ali v kombinaciji s paklitakselom)

m HERZ2- receptor za EGF in ga kodira gen HER2/neu, HER2/c-
erb-B2, katerega ekspresija je poveCana v 20-30% primarnih
rekov na dojki

m Inhibira proliferacijo celic, s prekomerno ekspresijo HER2 ter
sprozi od protiteles posredovano citotoksicnost

m  Kardiotoksicnost, infuzijski simptomi, preobcutljivostne reakcije,
pulmonalne motnje

m Se izloCa z mlekom in kontraindiciran v Casu dojenja



RITUXAN® (Rituximab)

m Himerno monoklonsko protitelo IgG1 anti-CD20 na povrsSini
limfocitov B

m Terapija ne-Hodgkinovega limfoma limfocitov B CD20+

m CD20- hidrofoben transmembranski protein na zrelih limfocitih
B, pre-B celicah in sodeluje pri aktivaciji celichega ciklusa in
diferenciacije

m Sprozi od komplementa odvisno celi¢no citotoksi¢nost ter tudi
od protiteles posredovano celicno cititoksiCnost

m Infuzijske reakcije, sindrom lize tumorja (TLS), reakcije na kozi
in sluznicah, limfopenije



ZEVALIN® (Ibritumomab, IDEC-Y2B8)

=  MisSje monoklonsko protitelo IgG1 anti CD20, imunokonjugat s
tioureo stabilno povezanega protitelesa in linker-kelatorja
tiuxetana, ki zagotavlja visoko afiniteto, konformacijsko
restrikcijo kelacijskega mesta za '"'In ali °°Y

= Deluje enako kot Rituximab, hkrati pa beta sevalec °Y inducira
posSkodbe celice s tvorbo prostih radikalov v tarCni in sosednjih
celicah

m Aplicira se v 4 korakih:

— i.v. infuzija > 4 h rituximaba, 10 min infuzija """In-ibritumomaba ter sledi
rentgensko slikanje, po 7-9 dneh po prvi dozi rituximaba sledi ponovna i.v.
infuzija > 4 h rituximaba in 10 min infuzija °°Y-ibritumomaba

® mielosupresija




BEXXAR® (*3-tositumomab)

m Z radioaktivnim jodom oznaceno monoklonsko protitelo IgG2a
anti-CD20 na povrsini limfocitov B

m zdravljenje bolnikov s CD20+ folikularnim, ne-Hodgkinovim
limfomom z ali brez transformacije, ki so odporni na rituximab

m Indukcija apoptoze, s komplementom posredovana
citotoksiCnost, s protitelesi posredovana celiCna citotoksiCnost,
poskodbe povzroCene z ionizirajoCim sevanjem



AVASTIN® (Bevacizumab, rhuMAb-VEGF)

® Humanizirano rekombinantno protitelo IgG1 anti-VEGF

m V kombinaciji s kemoterapevtikom 5-fluorouracilom je indiciran
za zdravljenje metastatskega raka debelega Crevesa in danke

- m ZmanjSana rast mikrovaskulature in inhibicija progresije
metastatskih bolezni




ERBITUX® (Cetuximab)

m Rekombinantno himerno monoklonsko protitelo anti —-EGFR

m V kombinaciji z irinotekanom je indiciran za zdravljenje EGFR+
metastatskega raka debelega Crevesa in danke bolnikov, ki so
odporni na irinotekan

m Vezava na EGFR, HER1, c-ErbB-1 zavre vezavo EGF in TGFa
ter povzroci inhibicijo celiCne rasti, indukcijo apoptoze ter
zmanjSano nastajanje metaloproteinaz in VEGF




PROTITELESA V KLINICNIH FAZAH
TESTIRANIJA

FAZA 3
Cea- Titan Anti-CEA miSje monoklonsko protitelo; Rak debelega ¢revesa in danke, NSCLC,
Vac Pharmaceuticals, protitumorsko cepivo dojke, jeter
South San
Francisco, CA
Epratuz = Immunomedics, Himerno monoklonsko protitelo anti-CD22; Ne-Hodgkinov limfom
umab Morris Plains, NJ protitumorsko delovanje; imunosupresant
(Lymph
oCide)
Mitumo ImClone Systems, Misje monoklonsko protitelo SCLC; melanom
mab New York, NY
Lintuzu Protein Design Himerno monoklonsko protitelo Akutna mielogena levkemija;
mab Labs, Fremont, CA mielodisplasti¢ni sindrom
(Zamyl)
MDX- Medarex, Bispecificno himerno monoklonsko protitelo; anti- Rak jajénikov, prostate, debelega &revesa
210 Princeton, NJ; HER-2/neu-anti-Fc gamma RI in danke, rak dojk in ledvic
Immuno-Designed
Molecules,
Havana, Cuba
IGN- Igeneon, Vienna, Misje monoklonsko protitelo NSCLC, rak ledvic, jeter, debelega ¢revesa
101 Austria in danke, Zelodca in poziralnika




FAZA 2

MDX-010

M edarex

um anizirano anti-HER -2
onoclonsko protitelo;
rotitum orsko delovanije;
munostimulans

©3T

R ak prostate, melanom ;
infe k cije

MADb, AME

Applied Molecular Evolution, San
Diego, CA

Him erno monoklonsko
protitelo; protitum orsko
delovanje; imaging agent;
antirevm atik

ophthalm ologic;
cardiovascular

Sarkom , rak debelega
¢revesa in danke; revm atoidni
artritis; psoriazni artritis

ABX-EGF

Abgenix, Fremont, CA

Clovedko monoklonsko
protitelo; antagonist EGFR;
prodibljen s XenoMouse
tehnologijo

NSCLC, rak ledvic, debelega
evesa in danke ter prostate

EMD 72 000 Merck KGaA, Darmstadt, Germ any Him erno monoklonsko Rak Zelodca, m aternice,

protitelo NSCLC, rak glave in vratu,
rak jajénikov

Apolizum ab Protein Design Labs Him erno monoklonsko ne-Hodgkinov lim fom ;
protitelo kroni¢na lim focitna levkem ija

Labetuzum ab Im m unom edics Him erno monoklonsko Rak debelega ¢revesa in
protitelo; im unokonjugat; danke, rak dojke, SCLC, rak
protitum orsko delovanije jajénikov, pankreasa, §¢itnice

in jeter

ior-t1 Center of Molecular Im munology, iSje monoklonsko T-celi¢nilim fom ; psoriaza;
Havana, Cuba rotitelo; protitum orsko revm atoidni artritis
elovanje; antipsoriatik;
ntiartritik
MDX-220 Im muno-Designed Molecules imerno monoklonsko R ak prostate, debelega
rotitelo; protitum orsko ¢revesa in danke
elovanije
M R A ChugaiPharmaceutical, Tokyo, imerno monoklonsko R evm atoidni artritis; m ielom ;

Japan

rotitelo; antiartritik;
rotitum orsko delovanije;
otnje in vnetja G IT

Crohnova bolezen;
Castlem anova bolezen

H-11 scFv

Viventia Biotech, Toronto, Canada

um anizirano monoklonsko
rotitelo; protitum orsko
elovanje

ne-Hodgkin Ilim fom ; melanom

Oregovomab

AltaRex, W altham , M A

iSje m onoklonsko
rotitelo; imunokonjugat;
rotitum orsko delovanije

R ak jajénikov

huJ591 M AbD,
ZL

M illennium Pharm aceuticals,
Cambridge, MA; BZL Biologics,
Framingham k6 MA

imerno monoklonsko
rotitelo; protitum orsko
elovanije

R ak prostate in splod§no

Visilizum ab

Protein Design Labs

imerno monoklonsko
rotitelo; im unosupresant;
rotitum orsko delovanije;
otnje in vnetja G IT

3O I Q0O I TTZ Q0TI 3TVTI Q0TI 92T Z

Zavrnitev presajenih organov,
kostnega mozga; T-celi¢ni
lim fom ; ulcerativni ko litis;
m ielodisplasti¢éni sindrom ;
sistem skilupus eritem atozus

TriGem Titan Pharm aceuticals M iSje m onoklonsko M elanom ; NSCLC; rak
protitelo; protitum orsko mozganov
delovanije

TriA b Titan Pharm aceuticals M iSje m onoklonsko R ak dojke; NSCLC; rak
protitelo; protitum orsko debelega ¢revesa in danke
delovanije

3 Center of Molecular Immunology Him erno monoklonsko R ak glave in vratu; diagnoza
protitelo; protitum orsko raka
delovanije; sredstvo za
slikanje; imunokonjugat

MT-201 M icrom et, Munich, Germ any Hum anized monoclonal R ak prostate, debelega
antibody; anticancer ¢revesa in danke, Zelodca,
immunologic NSCLC

G -250, Johnson & Johnson Him erno monoklonsko R ak ledvic




source

FAZA 1
CDP-860 Celltech, Humanizirano monoklonsko protitelo anti-PDGF-B; protitumorsko Rak; restenoza
Slough, England delovanje; kardiovaskularno delovanje
BrevaRex AltaRex Misje monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Mielom, rak dojke
MAb
AR54 AltaRex Misje monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Rak jajénikov
IMC-1C11 ImClone Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Rak debelega ¢revesa in danke
Systems
GlioMADb- Viventia Biotech Humanizirano monoklonsko protitelo; sredstvo za slikanje; Diagnoza raka; rak mozganov
H protitumorsko delovanje
ING-1 Xoma, Berkeley, Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Rak dojke, plju¢ (splo$no), jaj¢nikov, prostate
CA
Anti-LCG eXegenics, Monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje; sredstvo za slikanje Rak plju¢; diagnoza raka
MAbs Dallas, TX
MT-103 Micromet Misje monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje B-celi¢ni limfom, non-Hodgkinov limfom, kroni¢na mielogena
levkemija; akutna mielogena levkemija
KSB-303 KS Biomedix, Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Diagnoza raka; rak debelega Crevesa in danke
Guildford,
Engiand
Therex Antisoma, Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Rak dojke
London,
Englan(?_| . o . .
KW-2871 yowa Hakko, Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Melanom
Tokyo, Japan
Anti- Chugai Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Mielom
HMI.24
Anti- Chugai Himerno monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanije; Maligna hiperkalciemija; kostni rak
PTHrP osteoporoza
2C4 Genentech Himerno monoklonsko protitelo Rak dojke
antibody
SGN-30 Seattle Monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje; terapija multiple Hodgkinov limfom
Genetics, skleroze; imunosupresant; imunokonjugat
TRAIL-RI Cambridge Humanizirano monoklonsko protitelo in mimetik liganda TRAIL Rak
MAb, CAT Antibody
Technology,
Prostate %r\rl:gﬁl(gge, Monoklonsko protitelo Rak prostate
cancer Bgr%een,
aui.;luu\.:y' Scotiand
H22xKi-4 Medarex Himerno monoklonsko protitelo Hodgkinov limfom
ABX-MA1 Abgenix Humanizirano monoklonsko protitelo; protitumorsko delovanje Melanom
Imuteran Nonindustrial Monoklonsko protitelo Rak dojke in jajénikov



SMERNICE NADALJNEGA RAZVOJA

izboljSanje ucCinkovitosti produkcije
— In vivo produkcija in sistemska dostava terapevtskih protiteles z
gensko spremenjenimi celicami

— Uporaba Cloveskih hibridomov (Karpas707H)

kemicna sklopitev protiteles in toksinov ali radionuklidov
tockaste mutacije v Fc fragmentu, ki izboljSajo vezavo na FcyRIlI
protitelo-citokin fuzijski proteini (imunocitokini)

liposomske formulacije s pritrjenimi protitelesnimi fragmenti
(imunoliposomi)

ciljianje tumorske neovaskulature (endosialin in endoglin) in
angiogenih rastnih faktorjev (VEGF) in receptorjev



SMERNICE NADALJNEGA RAZVOJA

m uporaba konjugatov protitelo-encim za ciljano dostavo encimov
do tumorskih mest, ki pretvarjajo predzdravila specificno v
tumorskem tkivu v aktivne oblike ucinkovin

m predhodno taré¢no usmerjanje s pomocjo fuzijskega proteina Fv
fragment-streptavidin

m bispecificna protitelesa

S *  Biotinylated 3
*,  Nakod MAb : r:-JJ:Ilu-Ell-:Ii'.'alin:_;ann:t Multistep targating
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