Vyuziti

monoklonalnich protilatek v praxi




B — lymfocyty diferenciace B lymfocytu a
tvorba protilatek

Zakladni poznatky o MP

Soucasne moznosti vyuziti MP -
transplantace, alergie, autoimunita, infekéni onemocneéni

Nadorova onemocneéni a lecba MP



Zakladni poznatky o MP

Polykl. Ab x Monokl. Ab (Mabs)

se tvofi v prubéhu imunitnich odpovédi jsou
tvoreny pocetnymi B lymfocyty, tvorba
heterogennich protilatek ruznych tfid a podtrid
namirené proti ruznym antigennim
determinantam

Jsou produktem jediného klonu B lymfocytu,
naprosto homogenni a reaguji proti stejnym
antigennim determinantam

Laborator — antisera, heterogenita-komplikace

pro imunochem.testy — nizkoafinitni Ab, zkfizena
reaktivita



Protilatkova imunita

vyvijeji z kmenovych bunek v kostni dreni.

vyvoje je nekolikastupnovy proces

tri faze:  vyzravani B lymfocytu v kostni dfeni ~ cirkulace
B lymfocytt lymfatickymi tkanémi, dokud se nesetkaji

s antigennim podmetem - diferenciace

v plazmatické bunky produkujici protilatky, pametova
bunka- zajistuje rychlou sekundarni odpoved na opétovné
setkani s antigenem.

Neutralizace mikroorganismu, opsonizace-oznaceni pro
fagocyty, aktivace kl. cesty komplementu — opét opsonizace
a rozvoj zanetliveé reakce s naslednou lyzi bunky



v kostni dreni, charakteristicky znak pri dozravani je
proces preskupovani lg genu.

1. podle genetickeé informace 2. v integraci s dalsimi
regulacnimi faktory (nutna je pfitomnost stromalnich bunéek) 3.
pozdéji vlivem vnéjSich Ag podnétu

produkce rozpustnych protilatek-Ig
(s charakteristickou strukturou vazebného mista a
s charakteristickou specifitou pro Ag-unikatni Ig),
predstavuje radu zracich stadii
CD19, CD20, CD22, CD 32, CD

40, CD 81, MHC Il atd.



1. nezralé membranovy IgM

2. zralé membranovy IgM, IgD v membraneé
3. zralé rozpustné nebo povrchove Ig
4. zralé sekrece jen rozpustné Ig,
zralé - k. dren, sek. lymfatické organy (slezina
a lymfatické uzliny, mandle), setkani s Ag se a reakce spec.
receptorem —proliferace, diferenciace, a

Nutna ucast Th lymfocytu
1. proces dozravani afinity
2. prepinani syntézy Ab z jedne tridy do druhé
3. vznik plazmatickych a pametovych bunek



MADbs v klinickeé praxi

Presne mirene proti povrchovym Ci
membranovym molekulam a antigenum

Samostatna nebo kombinovana lécba

Transplantace, alergie, infekce, autoimunita,
nadorova onemocneni

Prvni MADb schvalena 2002
Dnes schvaleno prfes 20 produktu
Pres 200 MADs v klinickych studiich




Monoklonalni protilatky (MADbs)

* 1984 Nobelova cena, tzv. hybridomova technologii pfipravy
MADbs, pfi které dochazi k fuzi B lymfocytl, ziskanych
Z mySi imunizovanych vyzadovanym antigenem
s nadorovymi bunkami.

- mysSi lymfocyty imunizované antigenem
+ nadorové bunky
> HYBRIDOM produkujici MAbs



imunizace Kuliura myeliomovycn bunek
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Humanizace protilatek

« Timto zpusobem - ziskani mysSich Ab
* V lidskem organismu- tvorba anti-mysich
protilatek

 Tvorba rekombinantnich MAbs

\ggéifixf

Il Chiméricka Humanizovana Flné lidska
mys - lidska my - lidsks
70%- 90%-
lidska lidska

slozka sloZka



Tvorba rekombinantnich Mabs

* Tvorba do 3 tydnu HAMA Ab

« Znémoznuji vazbu na Ag, anafylaxe, sérova
nemoc

Humanizace Ab-propojeni hybridomove a

rekombinantni technologie
Ziskani mysi Ab pomoci hybridomove teorie
Priprava RNA z hybridomove linie
Z ni reverzni transkripci cDNA

Pomoci PCR amplifikace useku genu mysSiho Ig, které koduiji
hypervariabilni domény CDR

Nahrada CDR lidského Ig

Vlozeni genu kédujici humanizovanou Mab do savci bunky, ve
které jsou syntetizovany

B wbh =

® o



MADbs v klinické praxi

Presne mirené proti povrchovym Ci membranovym
molekulam a antigenum, zasahuji do
transdukcnich kaskad

Samostatna nebo kombinovana lécba
(imunosupresiva)

Transplantace, alergie, infekce, autoimunita,
nadorova onemocneéni

Prvni MAb schvalena 2002
Dnes schvaleno pres 20 produktu
Pres 200 MADbs v klinickych studiich



Transplantace

* LécCba akutnich rejekci
 Muromonab — CD3 (Orthoclone OKT3)
- mySi MADb proti CD3 znaku T lymfocytu
- 20% redukce podtu cirkulujicichT lymfocytu

« Daclizumab (Zenapax®)
Basiliximab (Simulect®)

- chimeérizovane MADbs proti receptoru pro IL-2 na
aktivovanych T lymfocytu



Alergie

* Cil — produkty alergicke reakce (IgE,IL-4. IL -
5, TNF-q)

« Omalizumab (Xolair ©)

- humanizovana MADb proti doméne IgE ktera
neni schopna vazby na B lymfocyty a inhibuje
tvorbu novych IgE

- brani degranulaci efektorovych bunek a
uvolfiovani mediatoru alergické reakce, snizuje
aktivaci zanetlivych bunek

- |é¢ba astmatu, ktera odolava kortikosteroidum



Autoimunitni onemochneéni

« Adalimumab (Humira®)
* Infliximab (Remicade®)

- MADbs proti TNF-a, vazba na membraneovy
receptor nebo na jeho molekulu

- |léCba revmatoidni artritidy, Crohnovy choroby

« Natalizumab (Tysabri®)

- MADb proti a4-integrinu (inhibice migrace leukocytt
do CNS i do stieva) v |éCbé roztrousene sklerdzy

mozkomisni (rozpad myelinovych pochev obalujici nervova
vlakna),

- studie na lécbu Crohnovy choroby



Infekéni onemocnéni

Pavilizumab (Svnaqis®)
- lecba respiracniho syncytialnino viru
- humanni MADb proti F proteinu, ktery koduje splyvani
membrany viru a vnimave bunky
antrax a Clostridioides difficile, Ebola — snizeni umrtnosti
Klinické studie
» Listeria monocytogenes
« Salmonella spp.
« Mycobacterium tuberculosis
« COVID-19

Hlavnim cilem neutralizujicich monoklonalnich protilatek je vrcholova
cast povrchového glykoproteinu (i rizné ¢asti tohoto proteinu) viru
COVID-19, ktery béhem infekce umoznuje vstup vira do hostitelskych
bunék, a to navazanim na angiotensin-konvertujici enzymovy receptor
2 (ACE 2).



Nadory v CR

CR je roéné& pramérné diagnostikovano vice nez 87 000 pacientt se
zhoubnym novotvarem. Rocné v souvislosti se zhoubnym nadorem
umira

cca 27 000 pacientti Celkem v CR Zije cca 600 000 osob se
zhoubnym novotvarem nebo s minulosti tohoto onemocnéni

Pocet nadort kazdoro¢né narusta, avsak mortalita je celkové
stabilizovana a u fady diagnoz zacala klesat. Statistika hovofi jasné:
kazdy 3. obyvatel Ceské republiky v prab&hu svého Zivota onemocni
rakovinou.

V roce 2017 bylo v Ceské republice nové diagnostikovano 86 819
pacientu se zhoubnym novotvarem.

K 31. prosinci 2017 Zilo celkem v Ceské republice 577 373 osob,
u kterych bylo v daném roce nebo drfive diagnostikovano
onkologické onemocnéni. To je jako by onemocnéli vSichni
obyvatelé naseho druhého nejvetsiho mesta Brna a jesté navic cely
Turnov. Tolik onkologicky hemocnych mezi nami zije!

V roce 2017 zemfelo v Ceské republice 27 320 osob v souvislosti
se zhoubnym novotvarem.
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MADs v lécbe malignitid

Samotne MADbs — nekonjugovane
 MADs v konjugaci — toxin, radioizotop, cytostatikum

rermodifikovane protilatlky

kovana bunééna hza

konjugovane protilatly ¢ komplementem zprostied-

radicimunckonjugsty Cat
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* Nekonjugované MAbs

- Rituximab (MabThera®) - chiméricka pUsobici proti

povrchovemu antigenu (CDZ20) exprimovany na vice nez
90% B lymfocytu u Nonhodgkinského lymfomu

chronicka lymfaticka leukémie

- Bevacizumab (Avastin®) — plsobici na transdukéni
kaskadu (VEGF vaskularni endotelialni rustovy faktor) .
Inhibice angiogeneze

* Konjugované Mabs, radicimunoterapie
- Ibritumomab-tiuxetan (Zevalin®)

— konjugat s radioizotopem Yt (Yperit)
a dalsi
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REGMN 105933
REGN-COV2
Antibodies block the virus’s Spike protein,  antibody “cocktail”
neutralizing its ability to bind and infect




MADbs v kriminalistice

vyuziti dvou anti-slinnych
amylasovych mADbs k prokazani pritomnosti a-amylazoveho proteinu

Testovani télnich tekutin metodou RSID™.-Saliva (Old et al., 2009).

Popis: 1: negativné kontrola, 2: Sa - sliny, 3: Bl - krev, 4: Se - sperma, 5: Ur - mo¢,

6: smés Sa, Bl, Se, Ur, 7: smés Bl, Se, Ur




Srovnani reaktivity u slhin a matefského mléka metodou RSID™.Saliva

(O1d et al., 2009).

Testovani extrakti z vaginalniho vytéru metodou RSID™-Saliva
(Old et al., 2009).

Popis: 5. den - oralni kontakt, nasledujici 6. den pozitivni nalez




Testovani spermatu

membranove testy

vyuziva anti-human PSA mAbs

200 4l Sample

Human PSA
(Antigen)

Resction
Zove

Dy

Mobilr Monesional
Antibuman PSA Angibody -
Dye Conjugase

Paositive Test

2 Lines

Negative Test

1 Line

Ants Ig- Antibody
Antbuman PSA-
Antbody Comples

- Membranovy test PSA, procesy, kterymi prochazi mAbs (Hochmeister et al., 1999).




