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Farmakologicky vyznamneé latky pripravované
metodami genového inzenyrstvi

Hormony (inzulin)

Rulstové faktory (somatotropin)

Vakciny

Protilatky

Abzymy

DalsSi biologicky aktivni latky (interferon, krevni
srazeci faktory aj)



Prehled hlavnich typu vakcin

A. vakciny vyrobené tradi¢ni technologii:
- Ziva vakcina
-- virulentni (dnes se jiZ nepouziva)
-- heterologni (pribuzny patogen)
-- atenuovana
- inaktivovana vakcina
-- celobunécna
-- toxoidova (toxin zbaveny toxicity)
- subjednotkova
-- s purifikovanym antigenem
-- se syntetickym antigenem
-- ribozomalni

B. rekombinantni vakciny
- subjednotkova
-- s deletovanym genem pro virulenci
-- vektorova

C. DNA vakciny

D. antiidiotypové vakciny - Vakcina pripravena z protilatek, které povazuji
jiné protilatky za antigen a navazou se na né. Antiidiotypové vakciny mohou
stimulovat organizmus k vytvareni protilatky proti nadorovym burnikam



Konvenéni zpusoby vakcinace a DNA-vakcinace

Usmrceny nebo
atenuovany patogen

Proteinova
podjednotka patogena

= antigen

T

DNA vakcinace

do téla je vnesena
DNA, ktera koduje
tvorbu antigenu



Priprava podjednotkové vakciny viru HBV
v kvasinkach

Izolace sekvence
kédujici HBsAg
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1. Presné definovany antigen
Selekce bunék, které
obsahuji plazmid

2. Stabilni, skladovatelny
Kultura bunék

3. Nevyvolava vedlejsi ucinky ve fermentoru
Nevyhody
i . Shromazdéni bunék
2. Odli$na konformace proteinu = Rozbiti kvasinkovych bunék
YT

|
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Patogeny vyvolavajici lidska onemocnéni vici nimz jsou pfipravovany

rekombinantni vakciny

Viruses
Varicella-zoster virus
Cytomegalovirus

Dengue virus

Hepatitis A virus

Hepatitis B virus

Herpes simplex virus type 2
Influenza A and B viruses
Japanese encephalitis virus
Parainfluenza virus

Rabies virus

Respiratory syncytial virus
Rotavirus

Yellow fever virus

Human immunodeficiency virus
Bacteria

Vibrio cholerae

E. coli enterotoxin strains
Neisseria gonorrhoeae
Haemophilus influenzae
Mycobacterium leprae
Neisseria meningitidis
Bordetella pertussis

Shigella strains
Streptococcus group A
Streptococcus group B
Streptococcus pneumoniae
Clostridium tetani
Mycobacterium tuberculosis
Salmonella typhi

Parasites

Onchocerca volvulus
Leishmania spp.

Plasmodium spp.
Schistosoma mansoni
Trypanosoma spp.
Wuchereria bancrofti

Chicken pox

Infection in infants and
immunocompromised patients

Hemorrhagic fever

High fever, liver damage

Long-term liver damage

Genital ulcers

Acute respiratory disease

Encephalitis

Inflammation of the upper respiratory tract
Encephalitis

Upper and lower respiratory tract lesions
Acute infantile gastroenteritis

Lesions of heart, kidney, and liver

AIDS

Cholera

Diarrheal disease

Gonorrhea

Meningitis, septicemic conditions
Leprosy

Meningitis

Whooping cough

Dysentery

Scarlet fever, rheumatic fever, throat infection
Sepsis, urogenital tract infection
Pneumonia, meningitis

Tetanus

Tuberculosis

Typhoid fever

River blindness

Internal and external lesions
Malaria

Schistosomiasis

Sleeping sickness

Filariasis




Priprava podjednotkové vakciny proti viru herpes simplex (HSV)
v bunkach CHO (chinese hamster ovary)

Cloned viral gD gene Transfected CHO cell

Secreted gD protein

inflg
Clone Transfect
ig B0

Purify and
concentrate

/

Glykoprotein D (gD)

imunogenni slozka HSV Infect

Not protected Protected

HSV — onkogenni virus, sexualné prenosna onemocnéni, encefalitida, infekce oka



Uprava genu pro plastovy glykoprotein
(gD) HSV pro ziskani rozpustné formy gD

Klonovani a exprese genu v sav€ich expresnich systémech (CHO)

Modified HSV
NH, glycoprotein D

/HSV glycoprotein D COOH

Exterior Exterior
% Membrane T - : Membrane
COOH

Transmembrane
domain
Kompletni gen pro gD obsahujici V genu pro gD byla oblast kddujici
C-terminalni usek koduijici transmembranovou domeénu
transmembranovou doménu — tato deletovana, vysledny produkt je
forma gD je obtizné purifikovatelna rozpustny a lze jej snaze purifikovat




Strategie pro vytvoreni delece €asti peptidu A1 choleratoxinu —
priprava kandidatniho vakcinacniho kmene

Clal

Xbal linker
T4 DNA ligase

Deleted A; peptide
DNA sequence

I~ DNA sequence

Xbal

Clal
Xbal

Vystépeni Casti sekvence kodujici peptid A1 (klonované
v plazmidovém vektoru) — vystépi se ~ 90% aminokyselin)

Cirkularizace vektoru (pfipojeni
Xbal-linkeru, stépeni Xbal, ligace)

Chromosomal DNA
of V. cholerae

Z

Conjugation [ &;&S
P

Tetracycline resistance
gene insert

Struktura choleratoxinu

B subunit

e

A2 peptide

/

A1 peptide

!

vliastni toxin

Vazba na receptory
mukozy

Ambination

Chromosomal
DNA

Vibrio cholerae

Prenos vektoru do kmene, v némz
je uvniti genu pro A1 zaclenén gen
pro rezistenci k tetracyklinu (Al je
inaktivovan, bunky jsou TetR) —
potencialni reverze A1 vyClenénim
tetR — proto neni vhodny jako
vakcina

Vektor se po nékolika

Chromosomal

v

generacich spontanné vyredi

DNA

Deleted A; peptide
DNA sequence

Selekce bunék TetS, obsahujicich
deletovanou formu Al — tyto bunky tvofi
slozku A2 a B, a jsou proto imunogenni
— reverze neni mozna 9




Priklady komeréné vyrabénych rekombinantnich vakcin

Product

Recombinant vaccines

Hepatitis B

Ambirix (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in S. cerevisiae as one component)

Pediarix (combination vaccine containing rHBsAg produced in
S. cerevisiae as one component)

HBVAXPRO (r HBsAg produced in S. cerevisiae)

Twinrix (adult & pediatric forms in EU. Combination vaccine
containing rHBsAg produced in $. cerevisiae as one
component)

Infanrix-Hexa (combination vaccine, containing r
HBsAg produced in S. cerevisiae as one component)

Infanrix - Penta (combination vaccine, containing
rHBsAg produced in S. cerevisiae as one component)

Hepacare (r S, pre-S & pre-S2 HBsAgs produced in a
mammialian (murine) cell line)

Hexavac (combination vaccine, containing rHBsAG produced
in S. cerevisiae as one component)

Procomvax (combination vaccine, containing r HBsAg as one
component)

Primavax (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in S. cerevisiae as one component)

Infanrix Hep B (combination vaccine containing rHBsAg
produced in S. cerevisiae as one component)

Twinrix (adult and pediatric forms; combination (pediatric)
vaccine containing r HBsAg produced in . cerevisiae as one
component)

Comvax (combination vaccine, containing HbsAg produced in
S. cerevisiae, as one component)

Company

GlaxoSmithKline

SmithKline Beecham

Aventis Pharma

SmithKline Beecham
(EV); GlaxoSmithKline
us)

SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Medeva Pharma

Aventis Pasteur

Aventis Pasteur
Aventis Pasteur
SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Merck

Therapeutic indication

Immunization against hepatitis
Aand B

Immunization of children against
various conditions inducing
hepatitis B

Immunization of children &
adolescents against hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis,

Haemophilus influenzae type b,
hepatitis B and polio
Immunization against
diphtheria, tetanus, pertussis,
polio and hepatitis B

Immunization against hepatitis B

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis, hepatitis B,
polio and H. influenzae type B

Immunization against H.
influenzae type B and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis and hepatitis B

Immunization against hepatitis
Aand B

Vaccination of infants against H.
influenzae type B and hepatitis B

Date approved

2002 (EV)

2002 (US)

2001 (EV)

1996 (EU) (adult),
1997 (EV) (pediatric),
2001 (US)

2000 (EU)

2000 (EV)

2000 (EU)

2000 (EV)

1999 (EV)
1998 (EV)
1997 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU)

1996 (US)



Vyuziti patogenniho druhu Shigella flexneri jako zivého vektoru
k prenosu DNA pro genetickou imunizaci do savé€ich epitelialnich bunék

Dele¢ni

Wild type —=———]p mytant =P  Transformed mutant

N

asd o6
0Q©

— Plazmidova DNA s
Peroralni genem pro antigen

podani

Epithelial

g asd
Aspartat B-
semialdehyd
dehydrogenaza
Epithelial Epithelial
cells cells
y J
Patogenni ~ nepatogenni
bakterie — bakterie
nelze pouzit k
_vneseni Buriky invaduji do
Imunizacni epitelialnich bunék, ale
DNA nemnozi se — vhodny
vektor pro prenos DNA

cells

Y

Bakterie neni
patogenni, nemnozi se,
plazmid pfechazi do
cytoplazmy host. bunék

'

Exprese klonovaného genu
v cytoplazmé (leuk. P), tvotba
produktu, imunizace




Priprava
rekombinantnich
vakcibia viru

Vaccinia TK gene inactivated by
insertion of vaccinia DNA fragment
carrying an early gene promoter

Klonovany gen pro
hemaglutinin viru chfipky

Linearize with Bam

site just
precedes

transitional
start codon

(1) Bam digest
(2) Isolate haemagglutinin

gene fragment
Mix, ligate % T
Calcium phosphate | “Wild type® vaccinia virus I
transfection l 2

Animals immune to infection

with influenza virus

Simultaneous infection
and transfection

1+2l

Homologous recombination
replaces tk+ gene in virus
with inactive tk region

Monkey * o |
cell line .

Virus vakcinie

187 — 300 kb

izolovana virova DNA je
neinfekéni

vlastni aparat regulace
transkripce

replikace a transkripce
DNA v cytoplazmé
vhaseni cizich genu
homologni rekombinaci
in vivo

BUdR selects ¢—— Selekce

TK- vaccinia virus

Recombinant (TK-)
vaccinia virus with
haemagglutinin gene

Zivé vakciny

12



Pouzivani a vyhody vakcinia viru

* je mozné vakcinovat proti nékolika infekcim souC€asné — do vektoru
se umisti geny pro rizné antigeny pod kontrolou raznych
vakciniovych nebo jinych virovych promotort (aby nedochazelo
k homologni rekombinaci a ztraté genu), a vybérem promotoru lze
casovat expresi genu (¢asné x pozdni — ovliviiuje miru exprese).

Ziva vakcina ma tyto vyhody oproti usmrcenym virim nebo
podjednotkovym vakcinam:

 virus exprimuje autenticky antigen zplsobem, ktery se podoba
prirozenému

* virus se replikuje, antigenu pribyva, aktivuji se B a T bunky.

Nevyhoda: u imunosuprimovanych pacienti miiZe vakcinace navodit problémy, do
viru lze ale piidat gen pro interleukin 2, ktery zesiluje ¢innost T-bunék a tak
sniZuje mnoZeni viru.

Jiz klonované antigeny: vzteklina, hepatitida B, chripka, HSV, virus

stomatitidy. »



Reverzni vakcinologie

- Stanoveni kompletni sekvence genomu patogena

- Vyhledani genti kdédujicich potencialni antigeny pomoci
bioinformatickych nastroji — proteiny s mimobunéénou lokalizaci,
signalni peptidy, epitopy B-bunék

- Priprava produktt téchto gent v heterolognich systémech a jejich
testovani jako antigenu

- Vakcina proti meningitidé (MenB) — 570 ORF (genu) jako potencialnich
antigenu

- Streptococcus pneumoniae
- Staphylococcus aureus

- Chlamydia pneumoniae (Chlamydophila pneumoniae)

14



Rekombinantni protilatky

A.Terapeutické ucely

- pasivni imunizace

- cilené dopravovani léCiv — terapeutické protilatky

- protinadorova léciva — biologicka lécha

B. Diagnosticke ucely
iImunologicke analyzy

15



Struktura protilatky (imunoglobinu)

Fab (antigen binding fragment)

COOH  COOH

16



Funkc¢n

14

1

Casti protilatky

— Misto, kde se vaze
antigen

Casti IgG

Fc = interakce s bunécnymi
receptory a komplementem

Fab = obsahuje vazebné
misto pro Ag. Retézce jsou
spojeny disulfidickymi
mistky

Fv = Cast Fab, vaze antigen.
Retézce jsou spojeny
flexibilnim peptidovym
linkerem nebo nové
vytvorenou disulfidickou
vazbou

17



DNA

RNA

Germline DNA

—
Somatic
recombination

D-J joined
rearranged DNA

Protein

Somatic
recombination

V-J or V-DJ joined
rearranged DNA

Transcription

Primary
transcript RNA

Splicing

mRNA

Translation

~ |Polypeptide chain| -

Lehky retezec

Tezky retezec




Exprese genu pro lehky imunoglobulinovy retézec

= E- //"g -’//'E’-'#'E_ \ Vzdaleny mnoho kb

———— — ____,________._______________,
,_._______._____..______._____

e—pp—1 R e

\1/ \l/ V/J recombination DNA

> - - S

\l/ Transcription

1. preskupeni subgen s - N |- - oy
2. transkripce |, swwons <D
3. sestrih s _
4. translace
5. odstraneéni sign. peptidu 5 ’

J/ Removal of leader Pro}irj\
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Typy rekombinantnich protilatek

NN = =2

Fab Flab'), Fab' scFv di-scFv sdAb
{fragrment antigen binding) [single-chain (single domain
variable Tragrrent] antibady)
chemically linked BITE
Fl:-Elb (-specific T-cell engager)

trifunctional antibody

Nanoprotilatky — ,,Heavy-chain antibodies” (HcAbs) — obsahuji
pouze c¢asti tézkych retézci schopnych vazat antigen
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Priprava monoklonalnich protilatek z hybridomii

Imunizovana mys

Aplikace antigenu —

/ 7 ~ _+= Nesmrtelne nadorove
/\ri_—' )4 bunky

'\ //‘\ DT\ &'
M

Odebrani bunék sleziny yelomove bunky

B-lymfocyty —
tvofi protilatky ® P PP 00000

Fuze bunék (
COLLLLLEeE T
hybridomy VN
_ Monoklonalni
Kultivace a selekce protilatky

e

Vybér protilatky s vysokou
specifitou viéi antigenu

Tisice klonu, z nichz
kazdy tvofi odlisSny ; ~
typ protilatky @
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Priprava rekombinantnich protilatek s vyuzitim metody PCR

Rearranged heavy chain gene

L Vy DJ Cyl H <C“2,
Lym fo Cyty —> / R
ziskané Intron
Z imunizované ,
v Heavy chain mRNA
mysi BT AAAAA
(pl’eSku pene Synthesize cDNA with reverse
g e ny) transcriptase
W [ AAAAA
Soubor B TTTNTT R TTTT1]
, Anneal d te PCR
degenerovanych |, Primer orimers 1o ONA.
r - o \
5 -primert I T [ 1T T 7T
> . -
. s . ' rimer
Stejny primer e

pro vsechny

Kombinace milionu
klonU pro tézké a pro
lehké retézce

Soubor cDNA pro tézké Ligate
fetézce

4

klonovana cDNA pro tézky
fetézec, stejnym zpusobem se
klonuje cDNA pro lehky retézec




Priprava specifické protilatky ve formeé Fab

® ®® Llymphocytes from
® ® immunized mouse

|

mRNA

l Reverse tronscriptose

e (===} r
Amplified
heavy chain light chain
e { = = } o

Ligate H and L chain <DNAs
into A expression vector

Infect E. coli
H ond L chains are
produced in infected cells

Pfiprava miliond cDNA nesoucich
informaci pro L a H fetézce

Amplifikace genu pro L a H fetézce pomoci
PCR, klonovani do fagoveho vektoru

Kazdy fag obsahuje nahodnou kombinaci L a H

Soubor fagu pfedstavujici
kombinatorickou fagovou knihovnu

H and L chains associate
. fore | to form Fab molecules

on Miliony
_ Heow i ,monoklonalnich
!/lvghid\om e,
“Fob binds to filter protl Iatek

Fob binds
anligen

&

\} Add labeled anfigen
Isolate phoge
fom: )
master plote \/

H and L chain-encoding cDNAs
from recctive antibody are cloned

Preklonovani do expresniho savCiho nebo bakterialniho vektoru




Vytvoreni kombinatorické knihovny Fv
protilatek ve vektoru faga M13 (fagemidech)

Heavy chain cDNA Light chain cDNA

LPCR ¢PCR

Linker V. DNA

S
| | |

Ligate

Vi DNA Linker Vi DNA

Insert into gene 3

M13

lof bacteriophage

Klonovanim do genu 3 vznika fuzni protein,
ktery je lokalizovan na povrchu faga

Linker

M13 DNA into
M13 phage

lPaCkage modified

/ Spojovaci peptid

Selekce (ELISA-like)
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Dlvod pro pripravu humanizovanych protilatek:

obtizna priprava lidskych monoklonalnich protilatek konvenéni
hybridomovou technologii

* Lidské chromozomy v hybridomech vytvofenych po fuzi lidskych
lymfocytl s mySimi myelomovymi bunkami jsou nestabilni, takze
se takoveé hybridomy produkujici monoklonalni protilatky vytvareji
jen vzacne

* Nejsou k dispozici linie lidskych myelomovych bunek, které by
mohly nahradit mysi myelomové buriky pfi tvorbé hybridomu

* | kdyby bylo mozné vytvaret lidské hybridomové bunecne linie,
bylo by to proti Iékarskym etickym zasadam (injikovani
specifickych antigenu do €lovéka za ucelem jinym nez
terapeutickym, a odbér €asti sleziny pro ziskani lymfocytl)

Reseni: priprava transgennich mysi s geny pro lidské
imunoglobuliny —viz obr. 24
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Priprava humanizovanych protilatek

Mysi protilatka Chimericka protilatka Humanizovana protilatka

CDRs -complementarity
determining regions

Hypervariabilni
Variabilni, Konstantni oblast je oblasti jsou
konstantni a z lidske protilatky, z mysich protilatek,
hypervariabilni variabilni a ostatni jsou lidské —
oblasti jsou hypervariabilni oblasti zvyseni specifity
z protilatek mysi jsou z mysi mutacemi CDR
65% lidské 95% lidské |




Lidské protilatky
Human monoclonal antibodies (umab)

Jsou pripravovany z transgennich mysi, do jejichz
genomu jsou preneseny lidské geny pro
imunoglobuliny. Tyto mysi jsou nasledné imunizovany
pozadovanym antigenem a produkuji pak
monoklonalni protilatky. Ty jsou pak in vitro pouzity k
pripravé plné humannich protilatek.

-omab = mysi;

-Ximab, -zumab = chimericka, humanizovana;

-umab = humanni

27



Protilatka s dvoji specifitou

Protilatka vazajici se na Protilatka vazajici se
antigeny na povrchu na antigen na povrchu
tumorovych bunék T bunék
rekombinace
manipulace

na urovni cDNA

@ ‘ protilatka s dvoji .@
i \ specifitou /

T bunka

Tumorova bunka

T bunka usmrcuje
tumorovou bunku

28



Mechanismus pulsobeni bispecifické monoklonalni protilatky

Bunka
adenokarcinomu EpCAM Catumaxomab wS

4

Cytotoxicka T burnka

e receptor

Makrofag, NK nebo dendriticka burika

Catumaxomab (obchodni oznac¢eni Removab) je hybridni monoklonalni
protilatka pouzivana k lIé¢bé maligniho ascitu u pacienti s metastazujicimi
nadory. Vaze se na antigeny CD3 pfitomné na cytotoxickych T-bunikach a
soucasné na antigeny EpCAM na nadorovych bunkach. Je pouzivana v EU a
klinicky testovana v USA. 29



Pusobeni protilatek s dvoji specifitou

Tumor cell

Tumor antigen (GRIREIN
Cyto.toazi'c. h
cytokines

Cytokmes cOsumulatory

. -. . " receptors @ % \
\ b B Costimulation
S L )

FC receptor
Accessory cell

Examples: NK cells, Macrophages

30



Jednoretezcove protilatky scFv
(single chain antibody - SCA)
(variable region fragments)

b)
Variabilni oblasti lehkého a
tézkého retézce vazajici antigen

(glycin,serin),

Linker je nutny
pro vytvoreni
konformace

schopné vazat
x antigen

Disulfidické mustky

scFv jako terapeutické agents— nové vazebné schopnosti, nizsi
imunogenicita v disledku chybéni Fc domény, snadnéjsi
penetrace do cilového mista (pevné nadory atp).
31



Schematické znazorneéni struktury ,,single-chain®
imunotoxinu

Linker peptide
10-25 aa

-exotoxin A Pseudomonas
- diftericky toxin
- ricin

\4

Protinadorové pulsobeni (vazba

na receptory a povrchové proteiny —

nadorovych bunék)

n. radioaktivni izotop,
n. cytostatikum

\

Zaména peptidového linkeru za disulfidicky
muUstek nékolikanasobné zvySuje stabilitu
scFv a tim zlepSuje jeho terapeutické vyuziti

Napf. fuzni protein
HERZ2-lg + exotoxin Pseudomonas

human epidermal growth factor receptor 2 -Approximately 30% of
breast cancers have an amplification of the HER2/neu gene or
overexpression of its protein product.

Fa¥al

Pbs21 (plasmodium) + Shiva-1




Toxiny pouzivané pro pripravu imunotoxint

Diphtheria toxin
Pseudomonas exotoxin

PE DT

B = vazebna doména; T = transloka¢ni doména; A = doména s aktivitou
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Etapy vyvoje imunotoxinu

WA

DT-MoAb  Ricin-MoAb PE-MoAb

O

0) @ss
/A

° ool Vi@
ot %D..

DT-ITs PE38 ITs

/A

® DT CRM with

reduced receptor
binding

CRM (cross-reacting material) — mutantni
forma DT s nizkou afinitou k receptorim —
vazbu k cilové buiice zajiSt'uje protilatka

generace: toxin pripojen chemicky
disulfidickymi vazbami

Generace: toxiny zbaveny domény pro
vazbu na normalni endotelialni bunky

Generace: Rekombinantni jednoretézcové
Imunotoxiny (scFv)

Vzhledem k pusobeni toxinu na
eukaryotické bunky musi byt
pripravovany v bakteriich (E. coli)
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Generace imunotoxinu

%, 6 35

Firstgeneration Second generation Third generation

Legend:

\ N\ =

Vari_able frﬂ_gment ) Variable fragment Hypothetical toxin which composed Reducible or non-reducible
of antibody light chain of antibody heavy chain of binding (B), translocation (T) and chemical linker
catalytic (C) domains
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Pusobeni imunotoxinu na nadorové bunky

Plasma membmane

Flasma membrana

N

AEIF‘ --EF2

-E!E-II death

Endocytic
compartment

4 g
Antibody Fy

Q — O\

“\J":'-‘:,

= Surface tanget
. DT A chain

. DT transiocalion
damain

o ey PE3A translocalion

w domain

B -. PE3E activily domain

!
Fy
&
H‘-—-—-"‘"‘"

Rekombinantni imunotoxin se vaZe na antigeny na povrchu nadorové burky, endocytozou se
dostava dovnitr, kde toxin zasahne zivotné dulezité funkce.
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Terapeutické protilatky

Aktivace plazminogenu na
plazmin, degradace fibrinu

Plasminogen

~ H —_— e 1
Plasmlnogen Plasmin Plasminogen ——————» actnntor Plasmm
Antifibrin
antibody
Fibrinogen ——— Fibrin

Blood clot /

e Degradation Degradation

products products

Struktura imunoterapeutické trombolytické protilatky. Antifibrinova
protilatka (monoklonalni protilatka specificka pro fibrin, ktery se nachazi
v krevni srazeniné) je vazana s aktivatorem plazminogenu (PA). Kdyz se
protilatka navaze na fibrin, PA vede k tvorbé a akumulaci plazminu v
blizkosti srazeniny. Plazmin (proteaza/ fibrinolyzin) pak degraduje krevni
srazeninu.



Priklady schvalenych terapeutickych
monoklonalnich protilatek

Antibody Brang Company Approxal
name
Abciximab ReoPro Eli Lilly 1994

Adalimumab Humira Abbott Laboratories 2002

Alemtuzumab Campath Genzyme 2001
Basiliximab Simulect Novartis 1998

Belimumab Benlysta GlaxoSmithKline 2011

date

Indication

Type e (Targeted disease)

inhibition of
chimeric glycoprotein Cardiovascular disease
IIb/I11a

inhibition of TNF- Several auto-immune

human

o signaling disorders
humanized CD52 £ Hionic Bmphoey6e
R leukemia
; . IL-2Ra receptor i
chimeric CD25 Transplant rejection

inihibition of B- ;
S Systemic lupus
human cell activating

erythematosus

factor

-omab = mySsi; -ximab, -zumab = chimericka, humanizovana; -umab = humanni
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Tab. 1.Prehled terapeutickych protilatek vyuzivanych v terapii onkologickych onemocnéni schvélenych FDA. Pfevzato z[14,15].

Nazev protilatky

dinutuximab

nivolumab
blinatumomab

pembrolizumab
ramucirumab
siftuximab

obinutuzumab
ado-trastuzumab
emtanzin

pertuzumab

brentuximab
vedotin

ipilimumab
ofatumumab

panitumumab
bevacizumab
cetuximab

ibritumomab
tiuxetan

alemtuzumab

trastuzumab

rituximab

\

Obchodni ndzev

Unituxin™
Opdivo®

Blincyto®

Keytruda®
Cyramza®
Sylvant™

Gazyva®

Kadcyla®
Perjeta®
Adcetris®
Yervoy®
Arzerra®
Vectibix®

Avastin®
Erbitux®

Zevalin®

MabCampath®,
Campath-1H®
Lemtrada®

Herceptin®
MabThera®, Rituxan®

Antigen

GD2
PD1

Indikace

neuroblastom

melanom

CD19,CD3  akutni lymfaticka leukemie

PD1
VEGFR2
IL-6

CD20

HER2

HER2

CD30

CTLA-4

CD20

EGFR
VEGF
EGFR

(D20

D52

HER2
CD20

melanom
rakovina Zaludku
Castlemanova choroba
chronickd lymfocytarnf
leukemie

karcinom prsu

karcinom prsu

Hodgkintv lymfom, anaplas-
ticky velkobunécny lymfom

metastaticky melanom

chronickd lymfocytarni
leukemie

kolorektalni karcinom
kolorektaIni karcinom
kolorektalni karcinom

nehodgkinské lymfomy

chronickd myeloidnf
leukemie*

roztrousend sklerdza
karcinom prsu
nehodgkinské lymfomy

Format protilatky

chimérickad, IgG1
lidskad, lgG4

my3i bispecificky tandemovy
fragment scFv

humanizovang, lgG4
lidska, IgG1
chimérickd, lgG1

humanizovana, lgG1,
modifikovana glykosylace

humanizovana, IgG1,
imunokonjugat toxinu

humanizovana, IgG1

chiméricka, IgG1,
imunokonjugét toxinu

lidska, IgG1
lidska, lgG1
lidska, IgG2
humanizovang, IgG1
chimérickd, lgG1

mysi, IgG1, imunokonjugat
radioizotopu

humanizovang, IgG1

humanizovani, IgG1
chimérickd, lgG1

*MabCampath® pro indikaci CML staZen z trhu a distribuovén jako Lemtrada® pro lécbu roztrousené sklerdzy.

Rok
schvileni

2015
2014

2014

2014
2014
2014

2013

2013
2012
2011
2011
2009

2006
2004
2004

2002

2001*
2014

1998
1997

Prevzato z Ric¢kova et al. Klin. Onkologie 2015, 28.
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Abzymy — monoklonalni protilatky s katalytickou aktivitou

Abzym (odvozeno z Antibody a enzyme) nazyvany také jako catmab
(catalytic monoclonal antibody) je monoklonalni protilatka vyznacujici
se katalytickou aktivitou. Abzymy jsou uméle vytvarené konstrukty,
nachazeji se ale také prirozené napr. u ¢lovéka (anti-vasoactive
intestinal peptide autoantibodies), a u pacientii s autoimunitni nemoci
lupus erythematosus, u nichZ mohou vazat a hydrolyzovat DNA.
Abzymy jsou potencialni nastroje pro biotechnologie, napr. Pro
specifické reakce u DNA.

Enzymy funguji tak, Ze snizuji aktivacni energii transi¢niho stavu
interagujicich latek, ¢cimz katalyzuji vytvareni jinak méné-vyhodnych
molekuldrnich intermediati mezi reaktanty a produkty. Pokud se
pripravi protilatka vici néjaké stabilni molekule, ktera se podoba
nestabilnimu intermediatu néjaké jiné (pripadné nepribuzné) reakce,
bude se tato protilatka (abzym) enzymaticky vazat a stabilizovat
intermediatovy stav a tim katalyzovat reakci.

Molekuly, které jsou modifikovany tak, aby se vyznacovaly novymi katalytickymi aktivitami
se nazyvaji SynZymy. 40



i catmab (catalytic
Abzym (Ab enzym) monoclonal antibody)

Fosfonatovy ester
— je stabilni

.H‘O‘

£ g \
H R R

R
TRANSITION STATE | TRANSITION-STATE
ANALOG

Snizeni aktivaéni
energie enzymem nebo
abzymem

Hydrolyza esteru

ESTER + WATER

S

c
|
0

R

ACID + ALCOHOL

R\C /O

|

Energy

Reaction course 41

A 4




Priprava protilatky s enzymovou aktivitou
(abzymu)
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Struktura abzymu pro destrukci nadorovych bunék

Vazba na

nadorovou Pfeména

bunku ‘\1\ - prekurzoru
na aktivni

lédivo

-

Oblast
Oblast protilatky ~\ Oblast s enzymovou

aktivitou

Aplikace: abzym je injikovan do pacienta, kde se svou protilatkovou
oblasti vaze na nadorové bunky. Nasledné je do krevniho reciSté vpraven
prekurzor léCiva, ktery je enzymovou aktivitou abzymu konvertovan na
aktivni 1éCivo. To pusobi jen na nadorovou bunku, na niz je abzym
navazan. Tim jsou selektivné destruovany jen nadorové bunky a nikoliv
normalni bunky, na néz se abzym nevaze.
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Princip ,,Antibody-Directed Abzyme Prodrug Therapy*“ (ADEPT)

Protective
Moiety

L E;i SRt 3

Py
Prodrug

Enzyme

?! ﬁ!\»

Antibody

Antigen

Tumour cells

Protilatka (abzym) dopravi enzym Kk receptoriim na nadorovych bunkach, kde
enzym konvertuje netoxicky prekurzor (prodrug) na latku, ktera ucinné
nadorové bunky usmrcuje. Tim je omezen toxicky ucinek na normalni burky.
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Antibody-Directed Abzyme Prodrug Therapy (ADEPT) — enzymova
aktivita abzymu konvertuje prekurzor 1éCivé latky (prodrogue) na
cytotoxickou latku a tu pak dopravuji do blizkosti nadorové bunky

] Dl"ﬂ g.lle ]
cytotoxique "Prodrogue"

Antigeny specifické pro
nadorové bunky
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Potencialni 1é¢ba AIDS pomoci abzymu
Byl pripraven abzym degradujici vazebnou oblast proteinu gp120 viru
HIV. Tato oblast je jedina ¢ast viru HIV, ktera se u jednotlivych kmenii

neméni, nebot’ je nezbytna pro vazbu viru na T- lymfocyty.

Abzym pusobi opakované, po inaktivaci jedné virové Castice destruuje
dalSi (muZe znicit az tisice viru)
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DNA vakciny - geneticka imunizace

Gen kodujici antigen je vnesen do bunék zvirete, v nichz je pak tento antigen
produkovan a zvire vytvari protilatky.

Prenos DNA:

biolisticka metoda: rekombinantni plazmid (E. coli) nesouci gen pro antigen
pod kontrolou virového promotoru je vnesen napf. do boltce mysi

injekce velkych mnozstvi DNA (100 mg rek. plazmidu) pfimo do svall zvifat —
ucinnost prenosu az 70%

elektroporace

Vyhody:

Nehrozi reverze: neni pouzit Zivy nebo oslabeny patogen

antigen je spravné posttranslacné upraven a neni tfeba jej purifikovat

na jednom plazmidu mohou byt v jednom kroku prfeneseny geny pro vice antigenu
Snadné skladovani, stabilita DNA

Nevyhoda:

neznalost osudu prenesené DNA v burikach, za¢lenéni do genomu hostitele a
preruseni genu — proto je vyhodnéjsi transientni exprese (extrachromozomalni stav)

Pfiklady virovych antigenu: chfipka, HIV, bovinni HV, vzteklina, HBV, rotavirus,
slintavka a kulhavka, aj.

Bakterialni antigeny: Clostridium tetani, Mycobacterium tuberculosis, H



Navazani plazmidové DNA na kationty povrchu polymerovych mikroéastic

Plasmid DNA

Plazmidova DNA je navazana na biodegradovatelné mikro¢astice polymeru (0,3-
1,5 um), z nichz se postupné uvoliuje (1. den 35%, 14. den 75%). Pribézné
dochazi k expresi antigenu — ucinnost je vysSi nez pfi injekci volné DNA, staci
zhruba 250x méné DNA).
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Abzym hydrolyzujici kokain

(imunofarmakoterapie)

Je uréen k lIéCbé pfri predavkovani kokainem nebo pro IéCbu zavislosti

Kokain je mala molekula, vuci niz lidskeé télo nevytvari protilatky. Pro
vytvoreni protilatky vazajici kokain byl metabolit kokainu (nor-kokain)
konjugovan k netoxické podjednotce choleroveho toxinu (podjednotka
B). Tento komplex je schopny navodit v téle silnou imunitni odpovéd,
ktera vede k rychlé tvorbe vysokého mnozstvi protilatek. Pri aplikaci této
protilatky do krevniho recisté pak rychle dochazi k jeji vazbé na kokain
a jeho neutralizaci, takze se nedostava do CNS.

Podobné protilatky proti heroinu, nikotinu atp.
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