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Protilatky

* Imunoglobuliny (Ig)

* Glykoproteiny, Mr > 150 kDa

e Zasadni role v obrané organismu.

* Soucast specifické imunitni odpovédi humoralniho typu (x bunécna imunita)

« Tvoreny B-lymfocyty a plasmatickymi bunkami vzniklymi z B-lymfocytt v
ramci terminalni diferenciace

e U obratlovcl v krevnim séru, télnich tekutindch a na povrchu B-lymfocytu.
* Specificka vazba na antigen (Ag) pomoci nekovalentnich interakci.

Lymfocyt — krevni natér B-lymfocyt — SEM —TEM IgG — proteinova struktura



Vytvareni protilatek a jejich dalsi funkce

Variabilita protilatek
— az 1000 000 raznych protilatek v lidském organismu
— stovky gen(l pro H a L fetézce
— V(D)J rekombinace
— L retézec tvoren 3 geny
— H retézec tvoren 4 geny

Funkce imunoglobulinG:
— Inaktivace mikroorganism
— Likvidace opotrebovanych bunék

— Soucasti lymfocytarnich receptord, BCR a TCR:
* BCR —B-bunécny receptor
— transmembranovy povrchovy Ig (nejcastéji IgM ¢i IgD)
— asociované signaliza¢ni molekuly —Iga a IgB. Propojeny s cytoplazmatickymi tyrosinkinasami

— Po vazbé antigenu na alespor 2 BCR receptory dochazi k pfeneseni signalu dovnitf lymfocytu,
endocytdze antigenu, jeho rozlozeni a vystaveni na membranu v MHC Il komplexu, coZ ma za
nasledek aktivaci B-lymfocytu T-lymfocytem a zvySeni exprese protilatek

* TCR- T-bunécny receptor
— 'It\;lal_?éwembrénovv lg podobny modul rozeznavajici antigen na povrchu B-lymfocytl v komplexu s
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Funkce imunoglobulinu

e QObrana proti:

— bakteriim

— virlm

— parazitum

— toxinlm — neutralizace toxinu, zabranéni adheze mikroorganismu
* Aktivace nékterych slozek imunitniho systému:

— cytotoxické reakce — aktivace komplementové kaskady nebo NK-bunék
* tvorba pérl v cytoplasmatické membrané, lyze bakterie a unik organel

— zahajeni zanétlivé odpovédi
— opsonizace - navazani protilatky a urcitych slozek komplementu — oznaceni
mikroorganismu a atraktivizace pro fagocyty
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Aktivace komplementové kaskady klasickou cestou, http://www.virology.ws/2009/09/28/the-complement-system/
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Funkce imunoglobulinu

e QObrana proti:
— bakteriim
— virlm
— parazitim
— toxinlm — neutralizace toxinu, zabranéni adheze mikroorganismu
* Aktivace nékterych slozek imunitniho systému:
— cytotoxické reakce — aktivace komplementové kaskady nebo NK-bunék
— zahdjeni zanétlivé odpovédi
— opsonizace

‘ IgE @® ([

Mediatory zanétu



Funkce imunoglobulinu

e QObrana proti:
— bakteriim
— virlm
— parazitim
— toxinlm — neutralizace toxinu, zabranéni adheze mikroorganismu
* Aktivace nékterych slozek imunitniho systému:
— cytotoxické reakce — aktivace komplementové kaskady nebo NK-bunék
— zahajeni zanétlivé odpovédi
— opsonizace

. F toza:
Opsonizace: agocytoza

Bakterie
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Makrofag

Makrofag

@ Povrchovy antigen Protein G @ Receptor pro imunoglobulin —( Imunoglobulin



Struktura imunoglobulinu

2 x Lehky retézec (L)
— 1xVariabilni doména (VL)
— 1 xKonstantni doména (CL)
—  2typy: K, A. OdliSnosti v konstantnim useku

2 x Tézky retézec (H)
— 1xVariabilni doména (VH) A

— 3 xKonstantni doména (CH 1-3) (IgA, IgD, IgG)
— 4 xKonstantni doména (CH 1-4) (IgE, 1gM) %,
— Stypl:q, b, y, L )
—  Vazba sacharidovych sloZek

Disulfidické mustky T

Vazebné misto pro antigen - paratop

Pantova
oblast

—  Kovalentni propojeni fetézcl

—  Mezil aHretézcem — 1 disulfid

—  MeziH aH fetézci — rlzny pocet dle tfidy a podttidy imunoglobulinu.
Vazebné misto

—  Hypervariabilni useky

—  Tvoreno variabilnimi doménamiH a L fetézcl

— Imunoglobulinové domény

Pantova oblast
—  Stépeni papainem (rostlinna proteasa)
e 2 x Fab fragment — vazba antigen(
e 1xFcfragment —vazba na povrchové receptory leukocytl
—  Stépeni pepsinem (Zivoci$na proteasa)
* 1xFcfragment
e 1x bivalentni Fab fragment

Konstantni
oblast

Tézky fetézec

HOOC COOH



Isotypy protilatek - savci

Podle stavby konstantni ¢asti téZkého retézce a zastoupeni sacharid( , téz tridy

1gG
- 2-3 % sacharidl, 75 % vSech Ig v séru, koncentrace je 10 g/I.
- 4 podtfidy (IgG1-4), které se vzajemné lisi svymi opsoniza¢nimi vlastnostmi, vazbou na
komplement a ¢asem, po ktery jsou aktivni.
— pouze jako monomery
- opsonizace — na neutrofilech a makrofazich se vyskytuji receptory FcR pro Fc-fragmenty IgG,
— aktivace komplementu klasickou cestou — po vazbé IgG na antigen,
- sekundarni imunitni reakce — opakované setkani s antigenem,
- neutralizace toxinli — po navazani IgG dojde k zablokovani a neutralizaci toxinu vytvorenim
imunokomplexu.
IgA
- 5-8 % sacharidd, slizni¢ni protilatky. Nejzastoupenéjsi protilatky v téle, v séru koncentrace 1,5
g/l, oviem celkové v téle jsou to nejzastoupené;si protilatky
- monomery (v séru) nebo dimery spojené J-fetézcem (ve sliznicich, ochrana proti Stépeni
proteasami)
- blokdda adheznich molekul bakterii
- opsonizace
- IgA nema schopnost aktivovat komplement
IgM
- 12 % sacharid(, 10 % viech protilatek v séru, 1-1,5 g/I.
— Monomer IgM — soucast BCR komplexu, pentamer, jednotlivé podjednotky spojeny do kruhu
cystinovymi mastky a j J fetézcem.
— aktivace komplementu
- tvofi odpovéd na polysacharidové antigeny (ABO systém)
- aglutinace — IgM véze hodné antigenl (teoreticky aZ 10, obvykle cca 5) a proto snadno tvori
aglutinaty.
- Vytvareny jako prvni, jejich produkce nevyZaduje izotypovy presmyk
- IgM nema opsonizacni funkci.
- pozitivni prikaz IgM proti antigenu poukazuje na akutni infekci
IgD
- 9-14 % sacharid(, zastoupen relativné malo, nizké koncentrace v séru
- monomer
- slaba afinita k antigentim, soucast BCR komplexu
— vyvolava uvolfiovani histaminu z mastocytt a bazofilnich leukocytd,
. Nature Reviews | Molecular Cell Biology
— alergie
IgE
— éz % sacharidd, nejnizsi sérova koncentrace Vyskyt: slezina, mandle, mukdzni membrana plic a
IT
— uvolriuje mediatory zanétu (histamin, serotonin, prostaglandiny, leukotrieny),
— alergie

— antiparazitarni obrana (stimuluje procesy k vypuzeni): mediatory, vazodilatace, vykaslani,
vykychani, zvySeni peristaltiky stfev, prijem,



Isotypy protilatek — ostatni obratlovci
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Vyuziti protilatek

Vakciny

Terapeutické ucely

— Cilena distribuce lécCiv

— 1gY

— Pasivni imunizace

— Protinadorova léciva (Rituximab, Transtuzumab...)
Diagnostika

Imobilizace proteinu

— Imunoanalyza

— MikroCipy

— Separace a purifikace proteinu



Interakce protilatek

Antigen
Ostatni slozky imunitniho systému
Ostatnimi molekulami v organismu - signalizace
Superantigeny
— protein A

Vazebné misto pro antigen

— protein G
— protein A/G A
— protein L

... to se nam nemusi vzdy hodit
— velikost ®

— stabilita

— monospecifita

—> <

— non-humanni pavod

Biologicka
funkce

— nizka afinita k antigenu
— pro dany antigen nelze pripravit

%

— antigen (moZnd) neexistuje



Protilatkoveé inzenyrstvi

Upraveni vlastnosti protilatek tak, aby Iépe vyhovovala nasim poZadavkim metodami genetického a proteinového inzenyrstvi

Tvorba protilatek proti zadanému antigenu (imunizace)

Monoklonalni protilatky

—  hybridomova technologie

—  fagovy display

- Rekombinantni protilatky
Glykosylace

- Deglykosylace

- Uprava glykosylace
Caste&né protilatky

- scFv

- Fab

— minibody
Fazni protilatky

— imaging (GFP)
Syntetické protilatky

— bioinformaticky navrh vazebného mista

Multivalentni protilatky
—  vaziouvice nez 1 antigen
- Bi-, tri- specifické protilatky
* Fab,
*  Fab,
. Bis-scFv
*  Triabodies
Minimalizace odpovédi imunitnio systému
- Humanizované protilatky
- Chimerni protilatky
- Delece nezadouci domény
Theranostika
Imaging
Cilend distribuce léciv
Hledani neznamych struktur

V4 @

Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)
Bis-scFv Diabody
(bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)
Fab, Triabody
(bispecific) (trivalent)
(~110 kDa) (~75 kDa)
Falb3 Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
(~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)



Protilatkové inzenyrstvi

Upraveni vlastnosti protilatek tak, aby Iépe vyhovovala nasim poZzadavkim metodami genetického a proteinového inzenyrstvi

Tvorba protilatek proti zadanému antigenu (imunizace)

Monoklonalni protilatky
- hybridomova technologie
—  fagovy display
- Rekombinantni protilatky
Glykosylace
- Deglykosylace
- Uprava glykosylace
Caste&né protilatky
- scFv
- Fab
— minibody
Fuzni protilatky
- imaging (GFP)
Syntetické protilatky
- bioinformaticky navrh vazebného mista
Multivalentni protilatky
—  vaziouvice nez 1 antigen
- Bi-, tri- specifické protilatky
* Fab,
Fab,
Bis-scFv
Triabodies
Minimalizace odpovédi imunitnio systému
- Humanizované protilatky
- Chimerni protilatky
- Delece nezadouci domény
Theranostika
Imaging
Cilend distribuce Iéc¢iv
Hledani neznamych struktur

Humanizované x chimerni protilatky:

%
V4 V4
1] — 10
il il

Lidsky IgG

+ I Chimerni IgG

LV Y 4

il il
il il

Myi 1gG Humanizovany IgG




Time Required for Maturity of Technologies

11 years . .
——— - - - - - Murine hybridoma
Kohler and Muronomab-OKT3®, 1986
Milstein, 1975
10 years — ——
_I—b ——————————— Chimeric antibodies
Morrison et ReoPro®, 1994
al., 1984
: 11 years
HumanizedCDR-  |------- ﬁ
grafted antibodies Jones et
al.. 1986 Zenapax®, 1997
: . 9 years
Fc fusion protein ~ f---------------- ——

Capon et al., 1989;
First Fc fusion

Enbrel®, 1998

Human antibodies from
phage display libraries

12 years

McCafferty
et al., 1990

Humira®, 2002

Human antibodies from
transgenic humanized mice

10 years
ﬁ

Lonberg et al., 1994; Vectibix®, 2004

Green et al., 1994

Antibodies with modified,
muted Fc function

13 years
ﬁ

Alegre et al., 1994; .
(first OKT3 ala-ala) Sl 200

1975
Year

T T
1980

1985

1990 1995 2000 2005
Slide courtesy of Bill Strohl, Centocor, September 2008

2010



Schvaleneé terapeutickeé protlatky

Antibody

OKT3
Digibind
Herceptin

Zenapax
Simulect

Rituxan

Panorex
Remicade
Reopro
Synagis

Mylotarg
Campath
Zevalin
Humira
Xolair

Bexxar
Raptiva
Avastin
Erbitux

Embrel

Target

CD3
Digoxin
HER- 2

IL2 R-a
IL2 R-a

CD20

CA17-1A
TNFa
Platelet
RSV

CD33
CD52
CD20
TNF
IgE

CD20
CD1l1a
VEGF
EGFR

TNF

Murine Antibody
Chimeric Antibody
Humanized Antibody

Indication

Digoxin poisoning
Metastatic.breast cancer

Non-Hodgkin’s lymphoma
Colorectal cancer

Ischemic cardiac complications
RSV infection

Relapsed CD33-positive AML (calicheamin)

B cell CLL
Non-Hodgkin’s lymphoma (I111 & Y90)

Non-Hodgkin’s lymphoma (I131)

Metastatic carcinoma of the colon or rectum
EGFR-expressing, metastatic colorectal cancer

RA, Polyarticular juvenile RA, psoriatic arthritis,
ankylosing spondylitis, psoriasis

Sales Producer
(million $)

(Ortho Biotech/]J & J)
(Glaxo/Welcome)
424.8 (03) (Genentech/MedImmune)
117.7(2Q/04)
(Protein Design Labs/Roche)
(Norvatis)

1,489.1 (03) (Genentech/Roche) *
424.7(2Q/04)
(GlaxoSmithKline / Centocor)
409.0 (02) (Centocor/Schering-Plough) *
431.0 (02) (Centocor/Eli Lilly) *
849.0 (03) (MedImmune)

(Celltech/Wyeth-Ayerst)
(Millenium Ph/Schering AG)
(IDEC)
149.0(1Q/04)(Abbot)
30.0(1Q/04)(Genentech/Novartis)

132.0 (03) (Corixa/Glaxo-SmithKline)
6.3(1Q/04)(Xoma/Genentech)

133.0(2Q/04)(Genetech)
17.5(1Q/04)(Brystol-Myer-Squibb, Imclone)

397,0(1Q/04)(Amgen)



Mendel
I\Kﬁr University
evropsky 1* X *: ’ in Brno

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fond v CH EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




