Imunoglobuliny

Polyklonalni a monoklonalni protilatky

Praktikum ¢. 2



imunoglobuliny

strukturalné pribuzné glykoproteiny produkované
plasmatickymi bunkami

« vazané na membrdanu B lymfocytu

[ V4

— receptory zprostredkujici aktivaci B lymfocytu

« sekretované (rozpustné)
— medidtory specifické humoradlni imunity

protilatky

iImunoglobuliny namirené proti konkrétnimu antigenu



antigen
z anglického antibody generating substances

struktury, na néZ reaguje imunitni systém, a které
reaguji s produkty imunitni odpovédi
(jejich soucasti jsou antigenni determinanty neboli epitopy)

« biochemicky
— proteiny, cukry a jejich komplexy
— Cisté lipidy a nukleové kyseliny jsou slabé antigeny
* puvod
— exogenni (mikroorganismy, alergeny, transplantované
tkané)
— endogenni (krevné-skupinové substance, nddorové
antigeny, ,,autoantigeny”)



antigenicita a imunogenicita
odlisné pojmy, které se zaroven prekryvaji

imunogenicita

schopnost antigenu vyvolat imunitni odpoved
(profildtkovou nebo bunécnou, Casto obe)

antigenicita

schopnost specificky kombinovat findlni produkty
imunitni odpovéedi

molekuly se schopnosti imunogenicity vykazuji
antigenicitu, ale naopak to neplati



antigenni determinanty (epitopy)

mald oblast molekuly antigenu, kterou rozeznavaji
receptory lymfocytu nebo protildtky

imunodominantni epitopy
podjednotky antigenni determinant, které jsou nejsnadnéji
rozpoznany imunitnim systémem, a tak mohou nejvice
ovlivnovat specificitu indukované protilatky

receptory lymfocytu T a B poznavaiji odlisné epitopy
antigennich molekul



antigenni determinanty (epitopy)

B lymfocyty
rozpozndAvaiji epitopy na nativni molekule
(sekvencnii konformacni)
repertoar BCR specificit je cca 10"

T lymfocyty
rozpozndvaji vétsinou linedrni peptidy tvorené
intraceluldrné procesy (tzv. ,pripravou antigenu
k prezentaci pomoci antigen prezentujicich bunék)
repertodr TCR specifit je cca 105



antigenni determinanty (epitopy)
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.,antigen processing*

T lymfocyty nerozpoznavaji nativni antigeny,
proto je potrebnd modifikace antigenu tak, aby byl
T lymfocyty rozpozndn

ANTIGEN
PROCESSING -
priprava antigenu
k prezentaci

APC



struktura imunoglobulinu

2 identické tézké retézce (H) a 2 identické lehké retézce (L)
spojené disulfidickymi mustky (tvorené strukturné podobnymi
doménami o 110-120 AMK = 2 domény u L; 4-5 domén u H)

« lehky itézky retézec
— variabilni oblast (VH a VL); N-konec

« kazdd oblast obsahuje 3 hypervariabilni Useky
(6-10 AMK), které slouzi pro vazbu anfigenu

— konstantni oblast (CL, CH1-CH3/CH4); C-konec
« CL kappa nebo lambda lehké retézce
« CH izotyp imunoglobulind (IgG, M, A, E, D) a podtfidy

« flexibilita vazebné Casti — pantova oblast mezi CH1 a CH?2



3 hypervariabilni oblasti
imunoglobulinové molekuly
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variabilni oblast imunoglobulinové
molekuly vaze antigenni epitop

Antigen-
binding

Fc (stem) region <

~

(a) Antibody molecule

Antigen Antigenic

determinant
(epitope)

Antigen-binding site

Hinge region

(b) Enlarged antigen-binding (c) Antibody
site bound to an symbol
antigenic determinant

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings.



Rearangement imunoglobulinovych genu

VDJ rekombinace

déj, na jehoz podkladeé jsou vytvareny komponenty tohoto genoveho
nadrodu, a ktery je shodny pro vznik TCR a BCR receptory

geny pro tézke retézce na chromozomu 14 se skladaiji
z malych skupin exonU kdédujicich konstantni oblasti t&zkych
fetézcU a velmi velkého mnozstvi genu pro variabilni oblasti

mezi V a C geny jsou dvé malé skupiny exonU D a J

U jednotlivé bunky je vybrdn jeden gen V oblasti a spojen
s jednim genem z D a J sad na stejném chromozomu

vznikly VDJ produkt je spojen dohromady na Urovni
zpracovani RNA's C, (tvorba IgM), s C, (tvorba IgG)



Rearrangement imunoglobulinovych genu
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IgG

nejhojnéjsi imunoglobulin v séru (7,5 - 15,6 g/l)
mensi molekula snadno pronikajici do tkani

vyskytuje se ve formé monomeru v sekrecni i
membrdnové vazané podobé

prochdzi placentou aktivnim déjem (v placenté
pritomné FcRn receptory pro Fc Casti IgG)

nejdelsi biologicky polocas (21 dni)

FUNKCE: klicova uloha v sekundarni imunitni odpovédi, aktivace
komplementu, opsonizace, nevutralizace

vyskytuje se ve 4 podtiidach (IgG1-1gG4)



podiridy IgG

IgG1 | 1IgG2 | IgG3 | 1gG4

primérnd ko?g;:/le)nfroce Vv Séru 6.98 3.80 0.51 0.56
polocas rozpadu (dny) 21 21 7/21 21

pfechod pres placentu ++++ ++ +4+/++++ +++
Ab proti proteinim ++ +/- ++ ++

Ab proti polysachariddm + +++ +/- +/-
Ab proti alergendm + (-) (-) ++
okTivo(\c/:gzlgz]mé)]lzr)nen’ru et + . _

Vidarsson et al.: IgG Subclasses and Allotypes: From Structure to Effector Functions, Front Immunol. 2014; 5: 520.




IgA

nejhojné€jsi imunoglobulin na sliznicich, druhy
nejhojnéjsi imunoglobulin v séru (0,82 - 4,53 g/l)

vyskytuje se ve formé dimeru (spojeni dvou
monomerU J fet€zcem) v sekre¢ni a monomeru
v membrdnove vazané podobé

neprochdzi placentou
biologicky poloc¢as (6 dni)

FUNKCE: kli¢ova uloha ve slizni¢ni imunité; neutralizace, opsonizace,
neaktivuje komplement klasickou cestou aktivace

vyskytuje se ve 2 podtridach (IgA1-IgA2)



sekrecni IgA

IgA imunoglobuliny jsou produkovany
plazmatickymi bunkami a B lymfocyty v submukoze

transportovany na slizni€ni povrch pomoci
transportnino Fc receptoru (poly-lg-receptor)

k fransportu dochadzi pres epitel transcytozou
(endocytdza — preprava v transportnim vacku —
fuze s lumindlini membrdanou — odstépeni z receptoru
proteolyzou)

cast poly-lg-receptoru zUstavd po uvolnéni

na slizni¢ni povrch soucasti dimeru IgA

(tzv. sekre€éni komponenta) — zgjistuje rezistenci viéi
proledzam piitomnym na slizniénich povrsich



proces sekrece IgA

lumen

epitelidini povrch

proteolytické
stépeni

kslizni(:nl' epitelidini bunky

4 ™
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lamina propria mucosae

dimer IgA

sekrecni IgA
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IgM

velkd molekula, kterd zprostredkovava zejmena
infravaskuldrni neutralizaci organismuU (v séru 0,46 —
3.04 g/l)

vyskytuje se ve forme pentameru (teoreticky 10
vazebnych mist) v sekre€ni a monomeru

v membrdanové vazané podobé

— tvori receptor na B-lymfocytech

— po navdzdni antigenu zprostredkuje aktivaci B lymfocytu
— dulezity pro vyvoj B lymfocytU

biologicky polocas (6 dni)

FUNKCE: zqjisfuje primarni imunitni odpovéd, U¢inna aktivace

komplementu (nese 5 vazebnych mist pro komplement, proto se
vyznamné uplatinuje v aktivaci komplementu klasickou cestou)



IgE

« v séru a télnich tekutindch jen velmi nizkd

koncentrace, protoze vetsina IgE se vaze no
vysokodafinitni receptory na povrchu mastocytu,

basofill a eozinofilu (v séru 0,0003 g/l; proto 0~100
kU/I)

« biologicky polocas (2 dny)

FUNKCE: podili se na zajisténi obrany proti parazitdrnim infekcim



IgD

« v séru a télnich tekutindch jen velmi nizkd
koncentrace, protoze je tvoren vyvijejicimi se

B lymfocyty schopnymi reagovat s antigenem
(v séru 0-100 IU/ml)

« tento imunoglobulin slouzi vyhradné jako povrchovy
receptor pro aktivaci B lymfocytu specifickym
anfigenem

 biologicky polocas (2,8 dni)

FUNKCE: neni znadma



shrnuti biologickych funkci
imunoglobulinovych molekul

aktivace komplementoveho systému (IgG, IgM)
opsonizace (zejména IgG)

neutralizace antigenu (IgG, IgA, IgM)

zabrana adherence (IgA, 1gG)

aglutinace, precipitace (IgG, IgM)
degranulace zirnych bunék (IgE)

prechod placentou (1gG)

imunoregulace (zejména IgG)



flexibilita protilatkové molekuly

A @

Antigenni determinanty Antigenni determinanty
ddle od sebe blizeji v sebe
A 8

Ch2

CH2/ Hinge\
e S Ch
i %7 |

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.

Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.




interakce antigenu s protilatkou

« Nekovalentni vazby:
— elektrostatickd
— vodikové mustky
— van der Waalsovy sily
— hydrofobni sily

« dfinita: sila interakce mezi epitopem a jednim
vazebnym mistem protilatky

« avidita: suma vsech interakci mezi protiladtkou @
anfigenem



interakce antigenu s protilatkou

« vysokd diversita profildtek: > 10 rUznych
vazebnych mist
« komplementarita vazebného mista protilatky
s epitopem antigenu
— hypervariabilni oblasti VL a VH (CDR1,2 a 3 -
complementarity determining regions)

— jedinecnost vazebného mista ddna procesem
VDJ (VJ) rekombinace a somatickymi
hypermutacemi

 pristupnost epitopu v zAvislosti na konformaci
anfigenu



vliv konformace antigenu (pristupnosti epitopu)
na vazbu s protilatkou
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Abbas et aI Cellular and Molecular Immunology, 7e.
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afinita protilatek

vyjadruje silu interakce mezi 1 epitopem daného antigenu a vazebnym

mistem protilatky
Vysokd

Nizkd& CIfIﬂITCI




avidita protilatek

vyjadruje silu interakce polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem
(obsahuje vice identickych epitop()

Valency of  Avidity of
_interaction interaction
/.
DRI ‘Monovalent ~ Low_
IgG
X Bivalent High
Polyvalent high
Abbas et al: Cellular and Molecular Inmunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.




Vyvoj B lymfocytu, tvorba protilatek

pre-B lymfocyty (syntéza H retézce IgM, VDJ
rekombinace - pre-B receptor)

nezralé B lymfocyty (syntéza Hi L fetézcU IgM,
VDJ (VJ) rekombinace, B-bunécny receptor)

zralé B lymfocyty (exprese IgM a IgD na povrchu
B-bunécného receptoru)

vazba anfigenu na BCR - aktivace a postupnd
diferenciace B lymfocytU do plazmatickych
bunék produkujicich profilatky, vznik
pamétovych B lymfocytU

— vyzravani afinity — somatické hypermutace

— izotypovy presmyk

— prevaha sekretované formy



exprese imunoglobulinu v prubéhu
maturace B lymfocytu

Stage of Stem Pre-B Immature Mature Activated Antibody-
maturation cell cell B cell B cell B cell secreting cell
Pattern of C)L/ltc')];()algs;n < | gLS(::; :Jgn, High rate

immunoglobulin None chain and Membrane =~ Membrane heavy chain isoiype g secretion;
production pre-B 'gM IgM, IgD switching; - ;ﬁfé‘r‘;“;‘g |
- receptor affinity maturation 9

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

VvDJ (VJ) Zrani afinity
rekombinace Izotypovy presmyk




Amount of antibody

2] T

Primary Secondary

antibody response antibody response
/’ //
First Repeat
infection infection PpPlasma

cells

Short-lived plasma
cells in lymphoid
organs e

antibody Long-lived
: 2 plasma cells
Activated production in bone marrow
B cells 3.4&
Long-lived
plasma cells
in bone marrow
g Naive B cell 5 JJ
S P T L4 - U 1 1 L4 |
0 7 >30 0 3 10 >30
Days after
antigen exposure -
_Feature ~ Primary response ~Secondary response
Peak response Smaller Larger
Antibody isotype Usually IgM > I1gG Relative increase in IgG and,
under certain situations, in
IgA or IgE
Antibody affinity Lower average affinity, Higher average affinity
more variable (affinity maturation)
Induced by All immunogens Only protein antigens

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.




PROTILATKY

Imunoglobulin namireny proti konkrétnimu antigenu

POLYKLONALNI

smés imunoglobulinovych molekul s ruznqu
specificitou (zpravidla proti ruznym epitopum
1 antigenu)

priprava: imunizaci zvirat

MONOKLONALNI

produkt 1 klonu B Iymfocytu s jedinecnou
specificitou; produkce nadorem z plazmatickym
bunék (myelomem)

priprava: hybridomovou technologii



Postuldaty klondlni selekéni teorie

kazdy lymfocyt ma jeden typ receptoru s jedineé¢novu
specificitou

interakce mezi antigenni molekulou a receptorem
schopnym ji vazat vede k aktivaci lymfocytu

bunky, které vznikly z aktivovanych lymfocytU proliferaci
a diferenciaci maji receptory stejné specificity

lymfocyty, které maji receptory pro t€lu viastni antigeny
jsou v casném stadiu vyvoje lymfoidnich bunék
odstranény a tudiz v repertodru zralych lymfocytU chybi
(,,forbidden clones”)



klonalni selekcni teorie

tvorba |ymfocytlj eliminqce, selekce klonu expanze
schopnych reagovat autoreakfivnich antigenem
o klonu
potencialné se Tt ! _—
vSemi antigeny | I @
. — Ol

& —8— o
bunky

— ——x  smrt
bunky

efektorové
bunky




Priprava imunoglobulinovych preparatu

polyklonalni ,antiséra“ (hyperimunni séra)
« humanni

« Xenogenni

« imunizace zvirat — krdlik, koza, prase, kun...

monoklonalni protilatky

« mysi

« modifikované (chimerické, humanizovane,
lidské)



Typy ..nespecifickych“
imunoglobulinovych derivatu

infravenozni

5-10% roztok intaktnich molekul IgG bez primési
ostatnich imunoglobulinovych trid

subkutdanni

jednd se v podstaté o intravendzni derivaty zahusténé
na 16 %

inftramuskularni
16% roztok prevazné IgG



Indikace imunoglobulinové Ié¢by

substituce pri nedostatecné tvorbé protilatek
primarni imunodeficience
sekundarni imunodeficience

imunoregulace
autoimunitni choroby
vaskulitidy
alergickd onemocnéni

lécba infekénich chorob
substituce I Imunoregulace



monoklondlni protilatky

protildtka pochdzejici z produkce jednoho klonu
aktivovanych B lymfocytu (respektive jejich efektorovych
forem — tzv. plazmocytd) po styku s konkrétnim antigennim

epitopem

tyto protilatky jsou dnes hojné vyuzivany jak v zakladnim
vyzkumu, tak v mediciné pro znaceni specifickych molekul

zejména pri diagnostickych laboratornich vysetrenich



priprava monoklondlnich protilatek

injekce konkrétnino antigenu do experimentdlniho zvirete

aktivaci B-lymfocytU s ndslednou produkci proftildtek

(B-lymfocyty odebirdny ze sleziny nebo jiného lymfatického
organu)

in vitro fUze linie myelomovych bunék bez HGPRT a
extrahovanych
B-lymfocytu pomoci propylenglykolu

vzniknou hybridomy

(nesfuzované plazmocyty jsou in vitro velice konkurencné slabé, nedéli
se a hynou)



priprava monoklondlnich protilatek

bunééna kultura je prenesena do média obsahuijiciho
hypoxanthin, aminopterin a thymidin (HAT-medium)

timto zahynou i nezfUzované myelomové bunky
(neobsahuji enzym HGPRT a nejsou tak schopny vyuzit derivaty purind v
zivném HAT-médiu obsazené)

hybridomové bunky naopak diky podilu normdlnich lymfocytU
v genomu obsahuji sekvenci pro enzym HGPRT a na HAT-mediu
prosperuji a proliferuji

nakonec pomoci specidlnich test0 z kultury vydéleny pouze
hybridomy produkuijici jen jeden klon protilatek

(monoklonalni protilatky)



nomenklatura monoklonalnich
protilatek

-mab (pripona pro monoklondlni protildtky nebo
jejich
fragmenty)
-umab (lidské) -omab (mysi)
-ximab (chimericke) -zumab (humanizované)

(dalsi slozky ndzvu maji vyjadrovat ,,terce” :
napr. virove-vir, nddorové —-tum, imunologické —lim,
kardiovaskularni —cir, neurologické —ner, apod.)



vyuziti monoklondalnich protilatek

diagnostika

» klasifikaci lymfocytU a jinych leukocytu
« pomoci CD marker0 metodou priUtokové cytometrie)

« diagnostika infekCnich Ci systémovych
onemocnéni nebo nddory, pokud jsou zndmy
specifické antigeny (proftilatky) vyskytujici se
U féchto onemocnéni (bez ohledu na pricinnou
souvislost)

« imunoanalyza, prutokovd cytometrie



vyuziti monoklondalnich protilatek

terapie

« v terapii, k zacileni bunék a molekul dUlezitych
v patogenezi nemoci

vyzkum



typy pouzivanych monoklondlnich
protilatek

Mcuse hybridema I In vitro antibody libraries

Transgenic mouse

Human hybridomas
. " .

| -

W W U - v U
Mouse Chimeric Humanized Human
Genetic engineering
V gene cloning

CDR grafting
Eukaryotic expression

Hohlfeld R et al. (2005) Drug Insight: using monoclonal antibodies to treat nature
multiple sclerosis; Nat Clin Pract Neurol 1 34-44 [doi: 10.1038/ncpneuro0016] gkg“é'ﬁé'g




Priklady klinického vyuziti monoklondalnich
protilatek v Ié¢bé imunopatologickych chorob

* imunosuprese:

anti-CD3 (muromonab; OKT3):

akutni rejekce u orgdnovych transplantaci)

anti CD20 (rituximab):

revmatoidni artritida, B-bunééné ndadory

anti-CD25 (basiliximab, daclizumab):

sclerosis multiplex

 blokada prozanétlivych cytokinu: :

anti-TNF-a (infliximab, adalimumab, golimumab):
revmatoidni artritida, Crohnova choroba, ankylozujici spondylitida,
psoriaticka artritida

anti-IL-6 (tocilizumab): revmatoidni artritida, systémova juvenilni
idiopatickd artritida

anti-IL-1 (canakinumab): autoinflamatorni syndromy, systémové
juvenilni idiopatickd artritida, periodické horecky



Priklady klinického vyuziti monoklondalnich
protilatek v Ié¢bé imunopatologickych chorob

- blokada adhezivnich molekul:

— anti integrin-a4p1 (natalizumab): sclerosis multiplex
— anti-CD11a (efalizumab): psoridza

- proftialergicka lé¢ba:
— anti-IgE (omalizumab): t&iké formy astmatu
— anti-1L4 (dupilumab): sfiedné téikd ai téiké atopickd dermatitida

« antiagregacni lécba:

— anti-tfrombocytarni receptor gplib/llla

(abciximab): prevence ischemickych kardidlnich komplikaci
v pacientU podstupujicich perkutdnni koronarni intervenéni zakrok,
nestabilni angina pectoris

« antivirova lé¢ba:

— RS virus (palivizumab):
prevence infekce respira¢nim syncitialnim virem



Priklady klinického vyuziti monoklondlnich
protilatek v Ié¢bé imunopatologickych chorob

- profilatky proti antigenum bilych krvinek:
— anti-CD20 (Rituximab): 1é&ba lymfomd
— anti-CD52 (Alemtuzumab): rozirousend skleréza
 anti-receptorové protilatky:

— anti-human epidermal receptor 2
(receptor HER-2; trastuzumab):
karcinom prsu, adenokarcinom zaludku

— anti-epidermal growth factor

(receptor EGFR; cetuximab): kolorektdlni karcinom,
spinoceluldrni karcinom hlavy a krku



