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1. Imunitny system a imunoglobuliny
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1. Imunitny systéem a imunoglobuliny

Uloha imunitného systému pre Zivot
Strucny vyvoj modernej imunologie
Vztah imunologie a ostatnych vedeckych oblasti

B a T lymfocyty



1. Imunitny systéem a imunoglobuliny

Ciele

1 Pochopit’ ulohu imunitného systému

 Ziskat prehlad historickych udalosti smerujucich k modernej imunologii
1 Pochopit’ prirodzené procesy produkcie protilatok

1 Oboznamit, sa ako je mozné detekovat protilatky a identifikovat

patologické procesy ich nadprodukcie



Uloha imunitného systému pre zivot

3 hlavné mechanizmy potrebné pre zivot

1. Zdroj volnej energie na riadenie, regulaciu biochemickych reakcii

2. Transkripcia a prenos genetickej informacie

3. Informacia o externom a internom prostredi za ucelom regulacie a koordinacie zivotnych
procesov

Imunitny systém je zakladnym mechanizmom, ktory v zivych systémoch
pIni ulohu rozlisit’ viastné struktury/molekuly od nevlastnych struktur/molekul.



Mechanizmy odhalenia cudzich molekul

Zakladné mechanizmy obrany pritomné uz aj u bakterii

1. Restrikéno-modifikaéné systémy: ochrana pred vniknutim cudzej DNA do baktérie.
Ochranny mechanizmus pozostava z restrikCnej endonukleazy, ktora sa viaze na kratky
usek a nasledne stiepi/hydrolyzuje cudziu DNA. Vlastna DNA je chranena pred
restrikCnou endonukledzou modifikaChym enzymom, ktory ju metyluje.

2. CRISPR/Cas9 adaptivny system ochrany: CRISPR je z ang. clustered regularly
interspaced short palindromic repeats. Subor uchovanych DNA fragmentov z virusov,
ktoré napadli baktériu. Tento subor fragmentov umoznuje rychlejSie identifikovat a znicit
viralnu DNA po opakovanom napadnuti — analdgia imunitnej pamaéate u eukaryotov.



Uloha imunitného systému pre zivot

Imunitny system u €loveka

mobzeme chapat ako difuzny organ s vahou ca. 1kg, ktory sa sklada z:

ad 10*2lymfocytov, ktoré cirkuluju volne v krvi a v lymfe
Q prislusnych buniek (makrofagy, leukocyty),
a 1020 protilatok

O miliénov dasich efektorov a inych regulacnych latok



Imunologia je interdisciplinarna veda

Mikrobiol6gia

Biofyzika
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Strucny vyvoj modernej imunologie

1890 EMIL BEHRING, SHIBASABURO KITASATO

 sérum ziskané z kralikov, ktorym bol vstreknuty :VI\ Molekuly pritomne v krvi

bakterialny toxin, dokaze neutralizovat dany toxin ~ sprostredkavavajd
i . takto injektované sérum zaruéuje dlhodob( odolnost imunnu odpoved proti
vodi toxinom toxinom

1896 PAUL EHRLICH
Bunky maju povrchové
« sérum ziskané z kralikov, ktorym bol vstreknuti > receptory, ktoré viazu
rastlinny toxin, ma taktiez neutralizujuce vlastnosti dané antigény
- Tato neutralizacna aktivita korelovala s konkrétnou
skupinou makromolekdul (antigény)

KONCEPT: VYSOKA AFINITA RECEPTOROV K ANTIGENOM JE V DOSLEDKU STRUKTURNEJ KOMPLEMENTARITY
MEDZI CHEMICKYMI SKUPINAMI



1907

1920

1930

1958

Strucny vyvoj modernej imunologie

SVANTE ARRHENIUS
O vznik novej discipliny: imunochemia

KARL LANDSTEINER, MICHAEL HEIDELBERGER
O Imudnna odpoved na polysacharidy ako aj dalSie
chemicke latky (haptény)

ELVIN KABAT
O Aktivita protilatok v kralicom antisére bola v >
dosledku 7S vy -globulinu

RODNEY PORTER

3 Stiepenie krali¢ieho imunoglobulinu pouzitim enzymu
papainu: 2 fragmenty

O Fragment Fab:obsahuje jedno vazobné miesto, ktoré
interaguje s antigénom

Antigen-Specifické
makromolekuly v sére
boli identifikované ako

Specificka trieda
sérovych proteinov,
ktoré boli nazvané
protilatky (antibodies)



Strucny vyvoj modernej imunologie

1958 RODNEY PORTER (pokr.)
O Fragment Fc: schopny krystalizacie, neviaze antigén ale iné
dblezité biologické aktivity

GERALD EDELMAN —
O Objavil, ze ludsky IgG1 sa sklada z lahkého a z tazkého retazca,
O Lahky a tazky retazec su spojené disulfidickymi mostikmi

1962 RODNEY PORTER B STRUKTURALNY

Q Strukturalny model 1gG zloZeny z 4 retazcov: 2 identické tazké MODEL |GG
retazce a dve identické lahké retazce

1
v

Stadium genetickych mechanizmov spdsobujucich diverzitu IgG, biosyntéza, 3D Struktura....



Prirodzena produkcia imunoglobulinov

lymfoidny

o Natural killer
Spoloény <

P T lymfocyt
predchodca Maly lymfocyt <
. > ™ B lymfocyt Plaéumnaligzké
Multi-potentna

hematopoeticka -
> . Bazofily
kmenova bunka
Myeloblasty
Neutrofily
o Erytrocyty el
Spolo¢ny
myeloidny
predchodca Monocyty —
Mastocyty

Trombocyty
18

Megakaryocyt



Koncentracia protilatok

Imunitna odpoved’: produkcia protilatok

Primarna odpoved Sekundarna odpoved
1. infekcia Opakovana
infekcia plazmatické
bunky
Kratko zijuce
plazmat|c'ke punky IgG Dlhodobo-Zijuce
! Iymfc?ldnych plazmatické
- g bunky v kostnej
'gM dreni

aktivované
B bunky

Dlhodobo-zijuce

plazmatickée Pamatové¢ / = T

bunky v kostnej T Pamatové

dreni = N~~~ Y B bunky
B blunky ' L, | | | [
I I g T | 1 —>
0 7 >30 O 3 7 >30



O

U O 0 0 0 O

Imunitna odpoved’: produkcia protilatok

Primarna odpoved’

Aktivacia B buniek, produkcia protilatok ako odpoved na extracelularny
patogén

Nizka koncentracia protilatok

Nizka Specificnost protilatok

5-10 dni potrebnych na expresiu

koncentracia IgM > koncentracia 1gG

polysacharidovy antigen: IgG, bez T buniek

proteinovy antigen: IgG + T bunky



Imunitna odpoved’: produkcia protilatok

Sekundarna odpoved’

Vysoka koncentracia protilatok

VysSsia SpecifiCnost protilatok ako désledok maturacie afinity a
Izotypoveho prepinania

1-3 dni potrebné na expresiu/produkciu

Zvyseneé mnozstvo I1gG



Imunitna odpoved’: expresia protilatok

1. Rozpoznéavacia faza

/ |zotypové
‘ + % ’ % ‘ prepinanie
. produkcia

Odeéllvajl'JCI antigen
zrely B-lymfocyt
T-helper bunky
+ dalSie stimuly

2. Aktivacéna faza: proliferacia a
diferenciacia B buniek

Plazmatické bunky:
produkcia IgM

IgG exprimujuce 1gG

B bunky
Klonalna
expanzia

— Maturacia afinity
1gG
Vysoko afinitné\
prodlﬂgjjuce Pamatove
B bunky

B bunky



Elektroforéza proteinov krvného séra

Laboratorny test na analyzu Specifickych proteinov: globulinov

Q Krvné sérum: Zlta tekutina ziskana po centrifugacii vyzrazanej krvi,
(odstranené bunky, zrazacie faktory)

O Elektroforéza: rozdelenie proteinov podfa velkosti a naboja

Q5 frakcii: aloumin, al, a2, fay

Q Analyza patologickych stavov



Elektroforéza proteinov krvného séra

Q 5 frakcii: albumin, al, a2, p ay.

albumin = 41 antitrypsin,

transcortin, TBG i
haptoglobin,

ceruloplazmin, a2
makroglobulin

transferin, LDL, komplement

W

imunoglobuliny




Elektroforéza proteinov krvného séra

4 5 frakcii: albumin, al, a2, Bay




Elektroforéza proteinov krvného séra

Patologické stavy nadprodukcie imunoglobulinov:

Odborny nazov: monoklonalne gammopathie

O Nadprodukcia vyhradne fahkého retazca: Bence-Jones protein
1 Nadprodukcia vyhradne tazkého retazca
O Nadprodukcia kompletnych protilatok

o kryoglobulinémia

o makroglobulinémia, napr. Waldenstromova makroglobulinémia



2. Vseobecné viastnosti imunoglobulinov
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2.17.
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2. Vseobecné vlastnosti imunoglobulinov

Zakladna stavba imunoglobulinov
Polyklonalne a monoklonalne imunoglobuliny
Oznacovanie imunoglobulinov

Typy, triedy a idiotypy imunoglobulinov
Trieda 1gG

Trieda IgA

Trieda IgM

Trieda IgD

Trieda IgE



2. Vseobecné vlastnosti imunoglobulinov

Ciele

O Pochopit rozdiel medzi monoklonalnymi a polyklonalnymi protilatkami

[ Ziskat vedomosti o priprave monoklonalnych protilatok

1 Pochopit vSeobecné principy struktury protilatok

0 Oboznamit’ sa s produkciou protilatok v prenatalnom a postnatalnom
obdobi



Problem heterogenity imunoglobulinov

Problém: imunoglobuliny pripravené zo séra su zvyc€ajne velmi heterogénne, a teda sa liSia svojimi
fyzikalnymi, chemickymi a imunologickymi vlastnostami v doésledku variability aminokyselinoveho

zlozenia imunoglobulinov

Bariéra pre studium molekulovych principov funkcie imunoglobulinov



Problem heterogenity imunoglobulinov

RieSenie 1. homogénne imunoglobuliny boli ziskané zo vzoriek pacientov s mnohonasobnymi
myeldmami a u Waldenstromovej makroglobulinémii. Tieto imunoglobuliny boli produkované jednym
klonom transformovanych B lymfocytov.

Minusy

O praca s materialom od pacientov
Q len obmedzené typy imunoglobulinov



Problem heterogenity imunoglobulinov

RieSenie 2: umelo vyvolany tumor plazmatickych buniek u mysSi produkoval taktiez homogénne
imunoglobuliny.

Minusy

O praca s mySami/potkanmi
O len obmedzené typy imunoglobulinov



Vseobecneé viastnosti imunoglobulinov

Polyklonalne protilatky: Po vniknuti cudzorodej latky do organizmu, sa zacCne produkcia
velkého poctu protilatok, ktoré rozpoznavaju nezavislé epitopy na antigéne. Epitopy predstavuju
vazobné miesta protilatok. Kazda Specificka protilatka je produkovana odliSnym klonom
plazmatickych buniek. Krvné sérum je prirodzenym zdrojom polyklonalnych protilatok, ktoré sa
po purifikacii pouzivaju pri imunochemickych technikach.



Vseobecneé viastnosti imunoglobulinov

Monoklonalne protilatky: Hybridbmne bunky su ziskané izolaciou prekurzorov plazmatickych
buniek, ktoré su fuzované s ,nesmrtelnymi“ bunkami. Hybridbmne bunky m&zu byt ziskaneé z
namnozenia individualne] jednej bunky, a teda umoznuju ziskanie klonov produkujucich len
jeden typ protilatok — monoklonalne protilatky. Hlavnou vyhodou monoklonalnych protilatok je ich
vysoka Specificita. Monoklonalne protilatky sa bezne ziskavaju zo supernatantu bunkovych

kultdr.



Problem heterogenity imunoglobulinov

Riesenie: hybridomna technika

» Vyber vhodného antigénu (napr. peptid, protein)
* Imunizacie mys/potkan/kralik
|zolacia buniek sleziny

Priprava ,nesmrtelnych“ myeldmovych buniek |
Fuzia s bunkami sleziny

Kultivacia
» Selekcia hybridomov pomocou HAT média
* HAT = hypoxantin-aminopterin-thymidin-ové médium

» Testovanie hrubého bezbunkového extraktu a vyber bunkovej linie
» Produkcia a sekrécia protilatok
* Purifikacia

monoklonalne protilatky



Problém heterogenity imunoglobulinov (pokr.)

Selekcia hybridomov pomocou HAT média

Aminopterin: Blokuje dihydrofolatreduktazu, a tym kluCové procesy v metabolickych drahach
produkujucich deoxynukleotidy potrebné pre de novo DNA syntézu a pre bunkoveé
delenie. V pripade dodania hypoxantinu a tymidinu z vonkajSieho prostredia su dNTP
produkované tzv. zachrannou cestou (salvage pathway).

Hypoxantin:  Prekurzor purinovych baz, intermediaty potrebné pre de novo syntézu DNA: produkcia
deoxynukleotidov pomocou alternativnej zachrannej cesty.

Tymidin: Intermediaty potrebné pre de novo syntézu DNA: produkcia deoxynukleotidov pomocou
alternativnej zachrannej cesty.



Problem heterogenity imunoglobulinov

Selekcia hybridomov pomocou HAT média

O B lymfocyty zo sleziny: Kratky Zivotny cyklus, prirodzene zomru.

0 Nesmrtelné myelomové bunky: Maju odstraneny enzym potrebny pre alternativnu
zachranu syntézu deoxyribonukleotidov (salvage pathway) — v pritomnosti aminopterinu
bunky umieraju, kedze nevedia prejst bunkovym delenim.

O Hybridomy: Fuzia B buniek a myelomovych buniek umoznuje vdaka genetickej informacii z
B buniek de novo DNA syntézu, ktora umoznuje funkénu zachrannd metabolicku drahu, ktora
nie je zablokovana aminopterinom a je navySe podporovana pritomnostou hypoxantinu a
tymidinu v médiu.



Vseobecne viastnosti imunoglobulinov

Imunoglobuliny: Y
O Heterodimery zlozené z 4 polypeptidovych retazcov
O 2 tazkeé retazce (H z ang. heavy), ca. 50-60 kDa: 445-576 aminokyselin
O 2 lahké retazce (L z ang. light), ca. 23 kDa: 215 aminokyselin
O Hretazec a L retazec su navzajom spojené disulfidickymi vazbami

O Su Specificky glykozylované dvomi alebo viacerymi cukrovymi zvySkami — zvy€ajne na
tazkom retazci

O Niektoré tzv. membranové formy majd na C konci peptidovu Cast, ktora definuje ich
umiestnenie v ramci bunkove] membrany (napr. B-bunky)



Vseobecné viastnosti imunoglobulinov (pokr.)

Polymeérne imunoglobuliny: %

O sa skladaju z 2-6 podjednotiek, kazda podjednotka obsahuje 4 polypeptidove
retazce

O obsahuju dodatoCne 1-2 peptidove retazce, ktorych ulohou je tvorba a stabilizacia
polymérnej formy IgG



Vseobecne viastnosti imunoglobulinov

Zakladna Struktura

CDR VH

imunoglobulinov CDR VL

CDR: z ang. complementarity determing regions
VH: z ang. variable heavy chain

VL: z ang. variable light chain

CH: z ang. constant heavy chain 4
CL: z ang. constant light chain

cukorny zvySok

disulfidicky mostik

COOH COOH

CDR VH

Fab fragment

Fc fragment
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Vseobecne viastnosti imunoglobulinov

Aka je fyzicka vzdialenost’ medzi dvoma antigén viazucimi miestami?

Biofyzikalne merania

O Fluorescencny rezonancny
transfer energie (FRET)

/ \ O Elektronova mikroskopia

d DNA origami

v

3

Shaw A, Hoffecker IT, Smyrlaki I, Rosa J, Grevys A, Bratlie D, Sandlie I, Michaelsen TE, Andersen JT, Hogberg B. Binding to nanopatterned antigens is dominated by the spatial
tolerance of antibodies. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):184-190. doi: 10.1038/s41565-018-0336-3. 41
Tolar P. Great stretches for your antibody workout. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):101-102. doi: 10.1038/s41565-018-0354-1.



Vseobecne viastnosti imunoglobulinov

Aka je fyzicka vzdialenost’ medzi dvoma antigén viazucimi miestami?

Antigén 1 g¥, .29~ o
> a Antigen 2

antigen1 3 43, _antigen 2

1 | 1

DNA origami

Shaw A, Hoffecker IT, Smyrlaki I, Rosa J, Grevys A, Bratlie D, Sandlie I, Michaelsen TE, Andersen JT, Hogberg B. Binding to nanopatterned antigens is dominated by the spatial
tolerance of antibodies. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):184-190. doi: 10.1038/s41565-018-0336-3. 42
Tolar P. Great stretches for your antibody workout. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):101-102. doi: 10.1038/s41565-018-0354-1.



Vseobecne viastnosti imunoglobulinov

Aka je fyzicka vzdialenost’ medzi dvoma antigén viazucimi miestami?

cr s . 40 x 1077 -
silné viazanie
20 % 1072 1

0.5x 107° 2

=

__ 80x 107
=
&
40 x 107" -
O pri ca. 16 nm vzdialenosti antigénov dochadza
N K najsilnejsiemu viazaniu IgG

v
velmi silné viazanie

.. T O IgM dokaze viazat obidva antigény s rozstupom
0 10 20 30 40 3_17 nm
Vzdialenost’ medzi antigénmi

Shaw A, Hoffecker IT, Smyrlaki I, Rosa J, Grevys A, Bratlie D, Sandlie I, Michaelsen TE, Andersen JT, Hogberg B. Binding to nanopatterned antigens is dominated by the spatial
tolerance of antibodies. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):184-190. doi: 10.1038/s41565-018-0336-3. 43
Tolar P. Great stretches for your antibody workout. Nat Nanotechnol. 2019 Feb;14(2):101-102. doi: 10.1038/s41565-018-0354-1.
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Triedy imunoglobulinov

Zakladné delenie imunoglobulinov
« 5 zakladnych tried (izotypov): IgG, IgA, IgM, IgD, IgE
Tazkeé ret’azce sa liSia: primarna $truktira, zloZenie cukrov, antigénne vlastnosti

Lahké ret'azce: dva typy lambda()\) alebo kappa (x), ktoré sa liSia primarnou Struktirou a
antigénnymi vlastnostami

Pomer «:A sa liSi u jednotlivych druhov:
o 60:40 — u Cloveka

o 95:5 - mys, potkan, kralik
o Prevazne len A — macka, pes, kura



Tabul'ka: Vlastnosti hlavnych typov imunoglobulinov

IgG IgA IgM IgD IgE
Molekulovy vzorec K52 K50l KoMy K50, KoEs
7\‘2’},2 7\‘2(12 7\‘2”“2 7\4282 }\.«282
monomeéry monomery, pentaméry (+J monoméry monoméry
dimery (SC,+J retfazec),
retazec) hexamery
Podtriedy v1-4 al-2 - - -
Molekulova 150 kDa 160 kDa 950 kDa 180 kDa 190 kDa
hmotnost’
Hladina v sére 10 mg/ml 2 mg/ml 1,2 mg/ml 0,04 mg/ml 3x104 mg/ml
Polcas 23 dni 5-6 dni 5 dni 2,8 dni 2,5 dna
degradécie
Obsah 3% 7,5% 12% 12% 12%
oligosacharidov
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Triedy imunoglobulinov

Zakladné triedy imunoglobulinov

Struktura:

Izoelektricky bod

IgG IgA IgM IgD IgE
K2¥2 K0y Kol K20, K€
}\’Z’YZ 7\,2(12 }L2H2 }\.262 }\«282
monomery monoméry, pentaméry (+J monoméry monoméry
dimery (SC,+J retazec),
retazec) hexamery
5’0_915 512-610 5,1'7,8 5,0'9,5 5,0'9,5
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Vseobecneé viastnosti imunoglobulinov

Produkcia imunoglobulinov poc€as prvych mesiacov od narodenia

PRED NARODENIM Materské PO NARODENI

mlieko
IgA

materské
1IgG

Koncentracia protilatok —

T —

0 3 1 4
Prenatalne obdobie (mesiace) Postnatalne obdobie (mesiace)

9
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Triedy imunoglobulinov

Lahké ret’'azce: génova organizacia u ludi

U Rozlozenie do 3 segmentov: V (z ang. variable), J (z ang. junction) a C (z ang. constant)
geny

O 73 génov kodujucich V segment: 40 Vk, 33 VA
O 9 génov kddujucich J segment: 5 Jk a 4 JA

O 6 génov kddujucich C segment: 1 Ck a 5C A

O Lokalizacia IGK (kappa retazec, 2p11.2), a IGL (lambda retazec, 22g11.2)



Triedy imunoglobulinov

Tazké ret'azce: génova organizacia u fudi

U rozlozenie do 4 segmentov: V (z ang. variable), J (z ang. junction), D (diversity) a C (z
ang. constant) geny

O 45 génov kodujucich V segment
O 6 génov kddujucich J segment
O C segment: pre kazdy izotyp t.. 5

O IGH (heavy — tazky retazec, 14932.33)



Vseobecneé viastnosti imunoglobulinov

IgAZ2m

/ \ Alelicka varianta

Imunoglobulin (Ig) !

Trieda (G, A, M, D, E) Podtrieda (1, 2...)

Ludske Ig



Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Pojem: izotyp (trieda)

Q Produkt rozliénych trukturnych génov, C, a C, VL g / VL

CH1 / CHL

U Cloveka 5 tried: IgA, 1gG, IgM, IgE, IgM

CL 4 CL
=8 ™
1 Rovnake u jedincov toho istého zivoCiSneho druhu
CH2 CH2
! \
CH3 CH3
I

COOH COOH



Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Pojem: allotyp

d Len u niektorych jedincov toho istého VH
zivoCiSneho druhu L

0 M&ze byt napomocna pri ur€ovani otcovstva

t
O Produkty r6znych allel toho isteho Strukturneho
genu " ekl | [chz]
O U Cloveka typické: Gm (H, tazky retazec) a Km ' LF,
(L, lahky retazec) = -'.
CH3 CHS‘

COOH COOH



Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Pojem: idiotyp

‘
VL

d Individualne idiotypy — v organizme urcitého s " ,
jedinca o o
-

O VSeobecné idiotypy — u viacerych jedincov

Z &
d Hypervariabilné oblasti — antigén viazuce miesto % VH @ %
VL
CH ’

COOH COOH



d

d

Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Pojem: idiotyp a anti-idiotyp

Tvorba nadbytoCnych protilatok méze vyustit' do
patologickych stavov

Anti-idiotypova protilatka predstavuje
mechanizmus pre kontrolu koncentracie
protilatok (idiotypov) po zneskodneni agensu

Anti-idiotop
priamo resp. Vv blizkosti
miesta

rozpoznava paratopoveé miesto
antigén viazuceho

0.i. Praktické vyuzitie pre farmakokineticke
sledovanie, imuno-assay

idiotyp idiotyp
VH VH
VL ‘. "

. A ~ O
idiotyp CH1  CcH idiotyp
CL | CL
e =
CH2 CH2

o

COOH COOH



Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Zhrnutie
TAZKY
RETAZEC
| ] ] ] I ] ] ] ]
Trieda v 19G v, 19G2 vs 19G3 va lgG4 o IgA w IgM 5 1gD ¢ IgE
| | | | : l |
Podtrieda v, 19G1 G2m G3m o, IgAl o, IgA2 Em
— L ' I
Alotypy G1m 23 = 5 A2m 1
= 1 = = 1
= 2 {28 = 2
= 3
{17




Nazvoslovie a pojmy u imunoglobulinov

Zhrnutie
LAHKY
RETAZEC
]
| ]
Trieda K A Trieda
I
Podtrieda . L C, Podtrieda
I
Alotypy Km - Cp
— 1 — C,3
[ 2 [ Chra
— 3 — C,s
| Cis




V(D)J rekombinacia a somatické hypermutacie — zdroj
variability protilatok

Jednotlivé Casti protilatok su kédované odliSnymi segmentami DNA, ktoré sa pocCas vyvoja lymfocytu
spajaju procesom zvanym V(D)J rekombinacia (z ang. variable-diversity-joining).

V prvom kroku RAG-1 a RAG-2 endonukleazy (z ang. recombination activating genes) rozpoznavaju
Specifické sekvencie, ktoré sluzia ako signaly pre rekombinaciu a nasledne Stiepia DNA, pricom
vznika zlom v obidvoch vidaknach DNA.

Rekombinacia je ukonéena spojenim DNA vlakien pomocou NHEJ mechanizmu ( z ang.
nonhomologous end joining) alebo homolégnou rekombinaciou (HR).

Zhang L, Reynolds TL, Shan X, Desiderio S. Coupling of V(D)J recombination to the cell cycle suppresses genomic instability and lymphoid tumorigenesis.
Immunity. 2011 Feb 25;34(2):163-74. doi: 10.1016/j.immuni.2011.02.003.

Gellert M. V(D)J recombination: RAG proteins, repair factors, and regulation. Annu Rev Biochem. 2002;71:101-32. Epub 2001 Nov 9. Review.

Fukushima T, Takata M, Morrison C, Araki R, Fujimori A, Abe M, Tatsumi K, Jasin M, Dhar PK, Sonoda E, Chiba T, Takeda S. Genetic analysis of the DNA-
dependent protein kinase reveals an inhibitory role of Ku in late S-G2 phase DNA double-strand break repair. J Biol Chem. 2001 Nov 30;276(48):44413-8.



V(D)J rekombinacia a somatické hypermutacie — zdroj
variability protilatok

RAG -2 protein je silne kontrolovany po€as bunkového cyklu — nekontrolovana aktivita vedie k zavaznym
defektom a potencialne k tvorbe tumoru.

U cicavcov NHEJ mechanizmus dominuje poCas G1 fazy a skorej S fazy a HR su spolu so NHEJ aktivne
v neskorej S a v G2 faze.

Variabilné oblasti Ig génov prechadzaju procesom deaminacie deoxycytidinu, ktora vedie k somatickej
hypermutacii.

Deaminacia IgV lokusu je katalyzovand AID deaminazou (z ang. activation-induced deaminase)
pritomnou vyhradne v B lymfocytoch.

Zhang L, Reynolds TL, Shan X, Desiderio S. Coupling of V(D)J recombination to the cell cycle suppresses genomic instability and lymphoid tumorigenesis.
Immunity. 2011 Feb 25;34(2):163-74. doi: 10.1016/j.immuni.2011.02.003.

Gellert M. V(D)J recombination: RAG proteins, repair factors, and regulation. Annu Rev Biochem. 2002;71:101-32. Epub 2001 Nov 9. Review.

Fukushima T, Takata M, Morrison C, Araki R, Fujimori A, Abe M, Tatsumi K, Jasin M, Dhar PK, Sonoda E, Chiba T, Takeda S. Genetic analysis of the DNA-
dependent protein kinase reveals an inhibitory role of Ku in late S-G2 phase DNA double-strand break repair. J Biol Chem. 2001 Nov 30;276(48):44413-8.



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgG

Imunoglobuliny G, IgG

« Hlavna trieda imunoglobulinov — takmer 75% sérovych imunoglobulinov

« Obsahuje 2 lahké a 2 tazké retazce, ktoré obsahuju identické antigén viazuce miesta
 Pri elektroforéze sérovych proteinov v alkalickom pH IgG sa pohybuje najpomalSie

« Obsahuje ca. 3% oligosacharidov

« V pripade sekundarnej imunizacie B lymfocyty produkuju takmer vyhradne IgG

» |gG dokaze preniknut do placenty a dokaze vstupit aj do extravaskularnych priestorov



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgG

Imunoglobuliny G, IgG

* 1gG sa viaze na Fc, receptory, ktoré su pritomne na povrchu makrofagov a inych buniek —
signal, ktory spusta destrukciu nebezpecnych zarodkov

« U Cloveka existuju 4 podtriedy IgG liSiace sa primarnou Strukturou v tazkom retazci. U
kralika je len jeden podtyp, 2 podtypy u ovce a 5 u kona

« U y1 disulfidicky mostik medzi fahkym a tazkym retazcom vytvara cystein 220, u
ostatnych podtried je to cystein 131



Vlastnosti podtried IgG

IgG1 1gG2 1gG3 IgG4
% Vv sére z 66 23 7 4
celkovych IgG
Pocet 2 4 11 2
disulfidickych
mostikov
Viazanie na + + - +
protein A
Viazanie na + + + +
protein G
Vazba na
FCyRI + - " +
FCyRII + B} " i
FCyRIII + - + -

61



Vlastnosti podtried IgG

IgG1 1gG2 1gG3 IgG4
Gm allotypy 4 1 13 -
Velkost' pantovej 15 12 62 12
oblasti
CDC +++ + ++ -
ADCC +++ +/- + i

CDC: z ang. complement-dependent cytotoxicity je funkcna vlastnost' protilatok, ktoré po naviazani na antigén
spustaju klasickd komplementovu drahu, pricom vznika terminalny komplementovy komplex (TCC). TCC komplex
vytvara transmembranoveé helixy, €o vedie k lyze a usmrteniu cielovej (patogénnej) bunky.

ADCC: z ang. antibody-dependent cellular cytotoxicity, je funkéna vlastnost protilatok, ktorych Fc Casti su po
naviazani na antigén rozpoznané bunkami imunitného systemu (napr. natural killer, NK bunky), priCcom tieto bunky
aktivne usmrcuju ciefové (patogénne) bunky.



Databaza sekvencii imunoglobulinov

https://www.uniprot.org/

Priklad sekvencie imunoglobulinu

>sp|P01857|IGHG1 _HUMAN Immunoglobulin heavy constant gamma 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG1 PE=1 SV=1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK



Databaza sekvencii imunoglobulinov

Variabilita v izoelektrickom bode tazkych retazcov: pomer Arg+Lys a Asp+Glu

IGHG1 IGHG4
Pocet aminokyselin: 330 PocCet aminokyselin : 327
Molekulova hmotnost’: 36105,91 Molekulova hmotnost : 35940,56
Vypoditané pl: 8,46 Vypoditané pl : 7,18
ZloZenie aminokyselin: ZloZenie aminokyselin :
Ala (A) 13 3,9% Ala (A) 11 3,4%
Arg (R) 6 1,8% Arg (R) 8 2,4%
Asn(N) 15  4,5% Asn(N) 14  4,3%
Asp (D) 13 3,9% Asp (D) 12 3, 7%
Cys(C) 9 2,7% Cys(C) 9 2,8%
GIn (Q) 11 3,3% GIn (Q) 12 3,7%
Glu (E) 17 5,2% Glu (E) 20 6,1%
Gly (G) 18 5,5% Gly (G) 18 5,5%
His (H) 9 2,7% His (H) 7 2,1%
lle (l) 5 1,5% lle (I) 4 1,2%
Leu (L) 26 7,9% Leu (L) 25 7,6%
Lys (K) 28 8,5% Lys (K) 24 7,3%
Met (M) 2 0,6% Met (M) 3 0,9%
Phe (F) 10 3,0% Phe (F) 12 3, 7%
Pro (P) 31 9,4% Pro (P) 29 8,9%
Ser (S) 39 11,8% Ser (S) 42 12,8%
Thr (T) 26 7,9% Thr (T) 25 7,6%
Trp(W) 5 1,5% Trp(W) 5 1,5%
Tyr (Y) 12 3,6% Tyr (Y) 12 3, 7%

val (V) 35  10,6% val (V) 35  10,7%



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgA

Imunoglobuliny A, IgA

O Ddlezita uloha pri mukozalnej imunite

O Najviac produkovany imunoglobulin: vyskyt v sére, Crevach, exokrinné vyluCovanie ako
napr. sliny, kolostrum, materské mlieko a slzy.

O Je produkovany gastrointestinalnymi lymfatickymi tkanivami

a Crevna suUstava a mukozalne povrchy predstavuju viac nez 20x povrchu koze



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgA

Imunoglobuliny A, IgA

O IgA zabranuju prieniku mikroorganizmov do mukozneho priestoru, a tym brania ich
invazii do tela

O Séroveé IgA su vacsinou monomeérne (80%)

A Uroven produkcie IgA je rovnakéa ako u lgG, ale v sére je koncentracia IgA hladina nizsia

nez koncentracia IgG v dosledku zrychleného odburavania IgA



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgA

Imunoglobuliny A, IgA

O V sekrétoch je IgA hlavne v dimérnom stave a v mensej miere ako trimér a tetramér

O Diméry a vyssSie formy IgA vznikaju po odstraneni J (z ang. joining) retazca a SC (z ang.
secretory component) Casti.

O U Cloveka existuju dve IgA podtriedy, IgA1 a IgA2, pricom IgA2 existuje v dvoch
allelickych variantach A2m(1) a A2m(2)

O IgAl sa lisi od IgA2 na 22 poziciach a deléciou 13 aminokyselin v tzv. pantovej oblasti

O IgAl sa vyskytuje predovSetkym v seére ca. 90%, zatial ¢o 60% IgA v gastrointestinalnom

trakte patri do IgA2 podtriedy



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgA

SLIZNICOVE VAZIVO EPITELOVE BUNKY LUMEN
MUKOZY

4 A

plazmaticka bunka %Q &
produkujuca IgA \_ J & Q

J retazec polylg Y
{
rectﬁ A Enzymatické
Tiig e, Stiepenie+ i
sekrecia
Lz Endocytozovy 2n3
dimér IgA S komy[t)lex y j Sekre¢na forma IgA
> !

AN




Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgM

Imunoglobuliny M, IgM

O Charakteristicky svojou vysokou molekulovou hmotnostou tzv. makroglobulin

O Sklada sa z 5 az 6-tich podjednotiek (IgM monomérov)

O IgM monomér sa sklada z 2 l'ahkych a 2 tazkych retazcov

O IgM sa nachadzaju v sére v nizkych koncentraciach

0 Kazdy pentamérny IgM sa sklada z celkovo 10 tazkych retazcov (u), 10 fahkych
retazcov a jedného spojujuceho retazca (J — z ang. joining)

O V principe IgM pentamér méze viazat az 10 malych antigénov (hapténovych skupin),

ale v dosledku priestorového usporiadania je mozna vazba len 5 antigenov



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgM

Imunoglobuliny M, IgM

O V dosledku mnohonasobnej pritomnosti vazobnych miest su IgM extremne efektivne
pri aglutinacii a cytolytickych reakciach

O B bunky vylucuju funkéne aktivny IgM hexamer, ktoremu chyba J retazec (ca. 5% z
celkoveho IgM)

O Obsahuje az 12% oligosacharidov — silne glykozylovany

Q Je velmi efektivny aktivator komplementacnej kaskady — napr. jedind molekula IgM

aktivuje komplement C1, ¢o je napriklad dosiahnuté len viacerymi IgG



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgD
Imunoglobuliny D, IgD

O Minoritna trieda imunoglobulinov

O 2 tazkeé a 2 lahkeé retazce 26+2L

O Extremne citlivé na proteolyzu

0 Mébze sa viazat do bunkovej membrany pomocou glykozyl fosfatidylinozitolovej kotvy

O V membranovej forme su IgD spolu s IgM pritomné na povrchu membran maturovanych
B-lymfocytov a sluzia ako antigenova Specificka ¢ast’

O Na povrchu B buniek je mnozstvo IgD asi o rad nizSie ako IgM



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgE

Imunoglobuliny E, IgE

a
a

a
a
a

U

Minoritna trieda imunoglobulinov

2 tazke a 2 [ahke retazce 2&+2L

Délezity uCastnik alergickych reakcii

Fc Cast IgE sa viaze na Fc_ R, ktoré su na povrchu bazofilov a mastocytov

Interakcia membranovej formy IgE s antigénom spusta uvolnenie chemickych signalnych
molekul: histamin, leukotriény, prostaglandiny a chemotaktické faktory

Spominané signalne molekuly iniciuja alergické a zapalové procesy a sluzia ako
chemoatraktanty pre ostatné bunky

Hladina IgE pocCas alergickej reakcie stupa az niekolko stonasobne, o sa vyuziva pri

diagnostike alergickych reakcii



Zhrnutie hlavnych crt jednotlivych typov: IgE

Imunoglobuliny E, IgE

O Bola popisana aj druha izoforma ¢ retazca, ktorda ma pozmeneny C koniec — obsahuje 6
dodatoCnych aminokyselin, ¢o je skor typicke pre 1 a a
O Tato druha forma IgE je sekrétovana B-bunkami

O Jednotlivé formy sa liSia rozsahom glykozylacie



3. Struktira imunoglobulinov |
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3. Struktara imunoglobulinov |

Hlavné charakteristiky Struktury imunoglobulinov

Kombinacia homolognych strukturnych podjednotiek

Specificka organizéacia disulfidickych mostikov

Kombinacia sekvencne variabilnych a sekvencne konstantnych oblasti
Specificka pantova oblast sa nachadza v strede tazkého retazca
Disulfidické mostiky medzi dvoma tazkymi retazcami

Ostatné strukturalne charakteristiky imunoglobulinov



3. Struktara imunoglobulinov |

Ciele

L Pochopit hlavné charakteristiky struktury Ig
A Ziskat' vedomosti o ulohe disulfidickych mostikov
O Pochopit’ zakladné principy 3D Struktury Ig domén

0 Oboznamit’ sa ako charakterizovat variabilné oblasti v imunoglobulinoch



Vseobecna strukturna organizacia imunoglobulinov

Hlavné charakteristiky struktirnej organizacie

1) Kombinacia homolognych strukurnych podjednotiek

2) Specificka organizéacia disulfidickych mostikov

3) Kombinacia sekvencne variabilnych a sekvenéne konstantnych oblasti
4) Specificka pantova oblast sa nachadza v strede tazkého retazca

5) Disulfidické mostiky medzi dvoma tazkymi retazcami



Vseobecna strukturna organizacia imunoglobulinov

Hlavné charakteristiky struktirnej organizacie

1) Kombinacia homolégnych strukdrnych podjednotiek

O Primarna Struktura imunoglobulinov poukazuje na pritomnost homolognych
podjednotiek s velkostou ca. 110 aminokyselin

d V ramci takejto podjednotky je vytvorena disulfidicka véazba, ktora spaja 60
aminokyselin v rdmci retazca

1 Homoldgne podjednotky su Strukturne podobné a patria do imunoglobulinového typu
zbalenia

Q Tazky retazec ma 4 homolégne podjednotky, lahky retazec ma 2 homolégne

podjednotky



Vseobecna strukturna organizacia imunoglobulinov

Hlavné charakteristiky struktirnej organizacie

2) Specificka organizacia disulfidickych mostikov

O Kazda homoldgna podjednotka obsahuje jednu disulfidickd vazbu, ktora je symetricka
pozdiZ podjednotky.

d Vynimka je C,1 u fudskej IgE a aj u IgG obojzivelnikov, sliepky, kralika, ktoré obsahuju
dodatoCne este dalSie disulfidické vazby

 Retazce krali€ich imunoglobulinov maju dodatoCne disulfidicke vazby spajajuce
konStantné a variabilné oblasti

O Takmer vSetky disulfidické vazby medzi tazkymi retazcami sa nachadzaju v pantovej

oblasti
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Hlavneé charakteristiky struktirnej organizacie

2) Specificka organizacia disulfidickych mostikov

L H H
'udska Ce B
14 15 27 85 104 120 134 192 218
L H

Kralicia Cy

14 15 27 80 100 105
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Hlavné charakteristiky struktirnej organizacie

3) Kombinacia sekvencne variabilnych a sekvencne konstantnych oblasti

1 Niektoré Casti polypeptidoveho retazca sa vyznacuju velkou variabilitou a niektoré su
nemenné

O Z toho bolo odvodené rozdelenie na variabilné oblasti V (V, z ang. variable) a
konstantné C (C, z ang. constant) oblasti

O Variabilné oblasti ur€uju schopnost imunoglobulinov viazat antigény, konstantna
oblast’ urCuje triedu resp. podtriedu, ku ktorej dany imunoglobulin patri

Q Struktura konstantnej Sasti ma za ulohu tzv. efektorovi funkciu
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Hlavné charakteristiky struktirnej organizacie

4) Specificka pantova oblast sa nachadza v strede tazkého retazca

O V strede tazkého retazca sa nachadza oblast, ktora nema homologiu s inymi Castami
retazca

O Tato tzv. pantova oblast (ca. 15 aminokyselin) je variabilna v zavislosti od triedy a
podtriedy tazkého retazca

d IgM a IgE nemaju typickl pantovu oblast namiesto toho sa tam nachadzaju
homologické podjednotky. Naopak u IgD je pantova oblast dlhSia - 64 aminokyselin

O Pantova oblast je nachylnd na proteolyzu a chemické $tiepenie. Uloha:

pravdepodobne potreba flexibility a ohybnosti niektorych €asti IgG
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Hlavneé charakteristiky variabilnej V oblasti:

Tazky retazec obsahuje len jednu variabilnt oblast V,,

Lahky ret'azec moze byt tvoreny dvoma variabilnymi oblastami: V_a V,

O Na zaklade vzajomnej podobnosti je mozné variabilné oblasti rozdelit do rodin.
A Clenovia tychto rodin maju viac ako 70% vzajomnu podobnost

O Napriklad v pripade fudskych V,, je mozné ich zaclenit do 6 rodin
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Hlavneé charakteristiky variabilnej V oblasti :

O Na posudenie variability jednotlivych pozicii v ramci polypeptidového retazca bol zavedeny
parameter variability.

O Parameter variability je definovany ako pocet odliSnych aminokyselin najdenych na danej
pozicii vydeleny frekvenciou najCastejSej najdenej aminokyseliny na danej pozicii

pocet odliSnych aminokyselin na danej pozicii

variabilita = , = o - . , . —
frekvencia najCastejSie sa vyskytujicej aminokyseliny na danej pozicii
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Hlavneé charakteristiky variabilnej V oblasti:

Priklad: Analyzou 63 proteinovych sekvencii sa zistilo, Zze na pozicii 7 sa vyskytuje 41x serin a okrem
serinu sa nasli na danej pozicii eSte dalSie 3 aminokyseliny (Pro, Thr, Asp).

Hodnota variabilného parametra je dand pomerom medzi podtom odliSnych aminokyselin: 4 a
frekvenciou najCastejSej aminokyseliny: 41/63 = 0,65

Variabilita na danej pozicii je teda 4/0,65 = 6,15
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Hlavneé charakteristiky variabilnej V oblasti:

1. Distriblcia variabilnych c¢asti ukazala, Zze variabilita nie je distribuovana nahodne ale je
centrovand v troch klastroch, ktoré boli nazvané hypervariabilné sekvencie

2. Tieto hypervariabilné klastre definuji komplementaritu urCujucu oblast (CDR z ang.
complementarity determing regions), ktora je zodpovedna za interakciu s antigénom

3. Tieto klastre su lokalizované okolo pozicie 30 (CDR1), 50-60 (CDR2) a 90-100 (CDR3)
4. CDRS3 sa vyznaduje najvacsou variabilitou v zloZeni ako aj v samotnej dizke
5. Vysoka variabilita je v désledku vymeny, delécie a inzercie aminokyselin

6. Mimo CDR su ostatné oblasti viac konzervované a su rozdelené do 4 FR (z ang. framework
region) oblasti
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Hlavneé charakteristiky variabilnej V oblasti:

1. Variabilna ¢ast obsahuje konzervované motivy:

d V,, obsahuje konzerovany motiv Trp/Phe-Gly-X-Gly (pozicia 103-106) ako aj motiv
Gly-Leu-Glu-Trp-Leu/lle (pozicia 44-48)

d V|, obsahuje konzervované motivy na poziciach 98-101 a 44-48
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Hlavneé charakteristiky konstantnej C oblasti:

Tazky ret'azec pozostava z 3-4 homolégnych podjednotiek

Lahky retazec ma C oblast, ktora sa sklada len z jednej homoldgnej podjednotky

O Homologia medzi variabilnou a konstantnou Castou je nizka ca. 15%
1 Homoldgia medzi konstantnymi oblastami u odliSnych imunoglobulinov je signifikantna ca. 30%
0 Homolodgia medzi konstantnymi oblastami u odliSnych IgG podtried je vysoka 90%

O Podobne aj 3D Strukura u jednotlivych homolognych oblasti je podobna
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Q Ide o oblast priblizne v strede tazkého retazca medzi Fab a Fc fragmentom
O Umoznuje pohyblivost segmentov a podjednotiek oblasti potrebnych na funkciu
protilatok viazat’ dva fyzicky vzdialené antigeny

O Niektore myelomové proteiny maju odstranenu tuto pantovu oblast
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Cela pantova oblast (221-237) mbze byt rozdelena na 3 useKky:

o Horny Usek (221-225) je tvoreny od konca Fab fragmentu po prvu disulfidicku
vazbu medzi tazkymi retazcami

o Centralne polyprolinovée jadro (226-229)

o Dolny Usek je tvoreny Castou od poslednej disulfidickej vazby a zaliatkom Fc
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Fab trypsin papain Fc pepsin
| I I I
I 1 Ill 1 |
-Arg-Val-Glu-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Thr-His-Thr{Cys-Pro-Pro-Cys-ProfAla-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Pro
Centralne
jadro

-Arg-Val-Glu-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Thr-His-Thr{Cys-Pro-Pro-Cys-ProrAla-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Pro
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Horny Usek:

O Tvori mini helix s nizkou stabilitou a vysokou dostupnostou pre molekuly rozpustadla, vyskytuje
sa aj u inych podtried, ale nie u IgA

O Prave tato Cast umozrniuje segmentalnu flexibilitu podjednotiek v ramci Fab

Centralne jadro:

O Predstavuje rigidnu Cast tvorenu dvoma paralelnymi polyprolinovymi helixami, ktoré su spojené
disulfidickymi vazbami

O Pocet disulfidickych vazieb sa meni v zavislosti od triedy, podtriedy a organizmu

0 U IgG3 su pritomné 4 repeticie centralneho useku, ¢o pravdepodobne spbésobuje u tejto

podtriedy citlivost na proteolyzu
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Porovnanie centralnej €asti —jadra IgG u r6znych

] _ organizmov
Centralne jadro:

abil - - , CPPC
a :)/?c:;ﬁ]blllta sekvencie bohatej na cystein a CCVECPPC
Ludsky IgG3 CPRCP

_ (EPKSCDTPPPCPRCP)x3
CPSC
C
CKPCIC
CPPCKC
CPPCKECHKC
C
CKPCIC
CGC
CPTCPTCHKC
CsC E
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

lgD:
O U IgD je pantova oblast nezvycCajne dlha — az 64 aminokyselin

O N-terminalna Cast je priestorovo blizko k O-spojenym oligosachardom a je viac menej
chranena pred proteolyzou

 Na druhej strane je C-terminalna Cast silne nabita a citliva na proteolyzu
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

[gA:
O U IgAl je pritomna duplikacia oktapeptidu Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser
0 U IgA2 je tato sekvencia nahradena penta-prolinovym motivom

O 5 oligosacharidov je pritomnych v pantovej oblasti, Co zvySuje odolnost voci
bakterialnym proteazam pritomnym na mukozalnej membrane
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Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

IgM a IgE:

O U tychto Ig sa nenachadza pantova oblast

 Namiesto tejto oblasti maju tieto Ig extra konstantné domény Cu2 a Ce2
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5) Disulfidické mostiky medzi t'azkymi ret’azcami

O Vlastnosti disulfidického mostika:
o Medzi 2 cysteinovymi zvySkami
o Dihedralny uhol medzi C—-Sy-Sy—-C[3 atbmami je priblizne +90°
o Intracelularne prostredie je silne redukéné, a teda exponovany disulfidicky mostik
je nestabilny
O Polet a mnozstvo disulfidickych mostikov variruje medzi izoformami a medzi
jednotlivymi druhmi Ig
o Ich pocet je variabilny: 1-11
o Napr. IgG1+IgG4 maju 2, IgG3 ma 11, IgE ma 2

o IgM ma disulfidicky mostik na C-konci
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5) Disulfidické mostiky (4 rovnhovazne konstanty)

Konformacna rovnovaha VS. Chemicka rovnovaha
Nativny stav (N) tiolova skupina
(N z ang. native) (-SH x2)
Kunf
Rozbaleny stav (U) Disulfidicky mostik

(U z ang. unfolded) (-S-S-)
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5) Disulfidické mostiky medzi tazkymi ret'azcami

Tabulka. Disulfidické mostiky medzi tazkymi

retazcami imunoglobulinov

IMUNOGLOBULIN Pocet disulfidickych
2
4
11
2
3
2
g 1
2
3
2
1 ”
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5) Disulfidické mostiky medzi tazkymi ret'azcami

Disulfidické izomeéry 1gG2

N\ 7
T 1.

IgG2-A lgG2-A/B IgG2-B

Jones LM, Zhang H, Cui W, Kumar S, Sperry JB, Carroll JA, Gross ML. Complementary MS methods assist conformational characterization of antibodies with 100
altered S-S bonding networks. J Am Soc Mass Spectrom. 2013 Jun;24(6):835-45. doi: 10.1007/s13361-013-0582-4.
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5) Disulfidické mostiky medzi tazkymi retazcami

IgG2

C2235/C224S

Jones LM, Zhang H, Cui W, Kumar S, Sperry JB, Carroll JA, Gross ML. Complementary MS methods assist conformational characterization of antibodies with

. . 101
altered S-S bonding networks. J Am Soc Mass Spectrom. 2013 Jun;24(6):835-45. doi: 10.1007/s13361-013-0582-4.
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4. Struktara imunoglobulinov I

Ciele

1 Pochopit’ ulohu sekreCného komponentu
 Ziskat vedomosti o ulohe J-retazca pri IgA
1 Pochopit' vyznam jednotlivych typov interakcii pre Strukturu Ig

d Oboznamit sa s rozdielnou vizualizaciou Struktur
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Ostatné charakteristiky Strukturnej organizacie

1. Sekrecny koncovy chvost
2. Membranoveé segmenty
3. J-retfazec

4. Sekre¢ny komponent
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Sekre€ny koncovy chvost

O Tazké retazce u IgA a IgM obsahuiju na C-konci dodatoéné rozsirenie o 18
aminokyselin

O Tato koncova Cast nema homoldgiu k ziadnej Casti tazkého retazca
O Vzajomne su koncove Casti IgM a IgA velmi podobné, 11 aminokyselin je identickych

O Cysteinovy zvysSok v ramci tejto koncovej Casti (Cys 575 u IgM, Cys 495 u IgA) vytvara
disulfidicki vazbu medzi tazkym retazcami v polymérnych stavoch.

x
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Sekre€ny koncovy chvost

O Nahradenie cysteinu (Cys 575 u IgM, Cys 495 u IgA) za serin resp. odstranenie tejto

koncovky zabranuje vzniku dimérov resp. vznikaju monomeéry ako aj IgG fragmenty

O Tato koncovka interaguje s J-reftazcom ale nie je absolutne nevyhnutnym
komponentom. Zlucenie koncového chvosta k IgG spoésobilo produkciu 1IgG v

polymérnej forme, ale neviazalo sa na J-retazec
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Sekre€ny koncovy chvost

Q IgM koncova Cast obsahuje konzervované glykozylacné miesto Asp-563 (pritomne aj u

IgA s vynimkou mySacej IgA)

O Toto miesto je délezité pre interakciu s J-retazcom - po nahradeni inou

aminokyselinou, ktora zabranuje glykozylacii nedochadza k inkorporacii J-retazca

Q V endoplazmickom retikule dochadza ku viazaniu koncovej €asti na Hsp70-protein,

zvany Bip, ¢im sa obmedzuje sekrécia nespolymerizovanych IgM monomérov
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Membranové segmenty

O Imunoglobuliny ukotvené k membrane obsahuju namiesto sekreCnej koncovky tzv.

membranoveé segmenty

0 Membranové imunoglobuliny lokalizované na vonkajSej bunkove] membrane sluzia ako

antigén rozpoznavajuce Casti u B-lymfocytovych antigénovych receptorov

O Membranove formy obsahuju na C-konci ich tazkého retazca dodatocné aminokyseliny,
ktoré sa skladaju z extracelularneho spojovnika, hydrofobneho transmembranového

segmentu a intracelularnej Casti
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Membranové segmenty

O Transmembranoveé segmenty sa skladaju z 25-526 aminokyselin a su podobné u
tazkych retazcov - 13 aminokyselin je uplne identickych pre vSetky izotypy

U Tieto vysoko konzervované Casti interaguju s antigénovym receptorom B buniek

O Transmembranoveé segmenty su prekvapivo dost hydrofilné (na rozdiel od

membranovych proteinov)
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J-ret’'azec

d Je syntetizovany v plazmatickych bunkach, 137 aminokyselin
O Nie je homologny k inym proteinom alebo imunoglobulinom

d Je glykozylovany, obsahuje jeden N-spojeny oligosacharid obsahujuci 5 sacharidovych
zvyskov

3D Strukura pozostava z dvoch domén a kazda doména obsahuje Specificky cystein,
ktorym sa viaze na IgM podjednotku

O Tento retazec je integralnou sucastou polymérnych foriem IgA a IgM
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J-ret’'azec

O Ak B-lymfocyt produkuje velké mnozstvo J-retazca, IgM sa nachadzaju ako pentameéry

U J-retazec sa nachadza obklopeny v 5-Clennom kruhu Fc,

Q V nepritomnosti J-retazca IgM sa nachadza ako hexamér

Q IgM-J komplexy su ovela efektivnejSie pri aktivacii komplementacnej kaskady
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J-ret’'azec

Q J-retazec nie je nevyhnutny pre dimerizaciu IgA, ale je potrebny pre viazanie
sekrecneho komponentu a je potrebny pre transport sérového IgA do ziICe

U J-retazec spaja konce IgA monomérov

,\\ Cysl4A Cys68

~__ /:/

%
// Cysi?l Cysﬁ?l %\

113
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Sekre€ny komponent

O U polymérnych IgA pritomnych v externych sekrétoch bol najdeny v komplexe s dalSim proteinom
tzv. sekre€ny komponent (SC z ang. secretory component)

O U ludi je tvoreny 558 aminokyselinami a sklada sa z 5 segmentov, ktoré su navzajom homologne
ako aj homologne k variabilnej Casti imunoglobulinov

O Pritomny ako heterogénne glykozylovany protein v dvoch formach: 80 kDa a 55 kDa, pricom 55
kDa forme chyba v strede retazca jedna doména

1 Obidve formy viazu IgA s rovnakou efektivitou

4 Viazanie je realizované cez kovalentnu vazbu: disulfidicky mostik Cys311 v Casti C 2 IgA a Cys-467
lokalizovany v ramci SC

Q Existuju aj nekovalentné komplexy: napr. u kralikov
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Sekreény komponent

0 SC je ektoplazmaticka Cast’ transportného receptora, ktory Specificky prenasa polymérne formy
imunoglobulinov IgA a IgM cez epitelové bunky do externych sekrétov

0 SC je syntetizovany epitelovymi bunkami, potom je preneseny na povrch bunky kde sluzi ako
receptor pre polymerne imunoglobuliny

0 SC v komplexe s imunoglobulinmi je procesom endocytdzy internalizovany a preneseny do
apikalneho povrchu bunky

4V apikalnej Casti bunky je Cast’ SC proteolyticky odstiepena, ¢im sa uvolni SC s naviazanym
imunoglobulinom

0 Komplex SC s imunoglobulinom je stabilizovany cez vysoko konzervovanu €ast' prvej domeény

SC (pozicia 15-57)
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Sekreény komponent Organizacia poly-Ig receptora
1 110 118 218 225 329 339 440 446 545 746
65 ')2 %17 i.68 403 454 481 o
SLIZNICOVE VAZIVO EPITELOVE BUNKY LUMEN
MUKOZY

mikroby ?
Plazmova bunka sQ ﬂ

produkujuca IgA

J retazec poly Ig N ﬁ Q
recﬂ Enzymatické
..... > ooood = oL &tiepenie+ LLLEH =

..... » o
sekrécia

Endocytozovy ) Sekre€na forma IgA

Komplex
W\

~70A

dimér IgA

/

Stadtmueller BM, Huey-Tubman KE, Lopez CJ, Yang Z, Hubbell WL, Bjorkman PJ. The structure and dynamics of secretory component 116
and its interactions with polymeric immunoglobulins. Elife. 2016 Mar 4;5. pii: €10640. doi: 10.7554/eLife.10640.
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Sekre€ny komponent O plgR je glykozylovany membranovy protein

o Ektodoména s 5 opakujucimi sa IgG
podobnymi doménami (D1-D5)

{ Vo X§I9A % SigM o 23 aminokyselin dlha transmembranova
doména
i Y . o 103 aminokyselinova intracelularna doména
{ , ) I %f ; 3 Transportny cyklus plgR
e e o Naviazanie diméru IgA alebo polyméru IgM
. : o Komplex transcytozuje na apikalny povrch
P } i )?*{4 buniek
PIgR I %‘ | o Proteaza odstiepi plgR ektodoménu (od teraz
digA plgM oznacovanu ako sekre¢ny komponent)

o Uvolnenie do mukozneho priestoru

Stadtmueller BM, Huey-Tubman KE, Lopez CJ, Yang Z, Hubbell WL, Bjorkman PJ. The structure and dynamics of secretory component
and its interactions with polymeric immunoglobulins. Elife. 2016 Mar 4;5. pii: €10640. doi: 10.7554/eLife.10640.
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Imunoglobulinové domeny

L Homoldgne jednotky najdené v fahkom a tazkom retazci pozostavaju z tzv.
imunoglobulinovej domény (Ig doména)

O Ig doména je kompaktne zbalenéa globula s rozmermi 40x25x25 A

Q Je tvorena antiparalelnymi B-skladanymi retazcami (7 v C-doméne a 9 vo V-doméne)

O B-skladané retazce velmi tesne vzajomne interaguju a su spojené konzervovanou
disulfidickou vazbou

U BocCné retazce aminokyselin vytvaraju hydrofobne jadro

4 Tvorba VL-VH paru takmer nema ziaden vplyv na strukturu I|g domén
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Imunoglobulinové domeény

O 3D struktura: lahky a tazky retazec
d typické vlastnosti imunoglobulinoveho typu zbalenia

 dimérna Struktura

119



Vseobecna strukturna organizacia imunoglobulinov

Konstantné oblasti

0 Ig doménu mbézeme rozdelit na dve Casti: jedna Cast
sa sklada z 3 B-retazcov a druha Cast je zvyCajne
tvorena 4 B-retazcami

QU C,2 je aj prva Cast tvorena 4 retazcami, ktoré su
navzajom spojené

O B-retazce su spojené kratkymi sekvenciami tzv.
sluCkami (loops), ktoré zvyCajne nemaju sekundarnu

Strukturu

0 Vynimocné sa nachadzaju velmi kratke helikalne

useky 120
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Variabilné oblasti

O Su Struktarne odliSné od Ig domeén konstantnych

oblastiach

O Slucky su vyrazne dlhSie, dva dodatoCne -retazce

su vlozené do podstruktar Ig domén

3 6 prediZzenych slugdiek VH a VL (CDR) je

sustredenych do spoloCne vytvoreneho priestoru a

Interaguju s antigénom

121
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Variabilné oblasti

O CDR slucky su najpohyblivejSimi Castami
V-doméeny, mézu sa vyskytovat vo
viacerych konformaciach, pricom ligand

mo&Zze selektivne viazat jednu z nich

Q Stabilita domeény je primarne urcena

disulfidickym mostikom

122
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Vodikové vazby: Fahky retazec

123
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Vodikové vazby: medzi Fahkym a tazkym ret'azcom

124
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Vodikoveé vazby: stabilizacia diméru medzi Fahkym a tazkym retazcom

125
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Van der Waalsove interakcie: molekulovy povrch IgG

126



Vseobecna strukturna organizacia imunoglobulinov

Kontakty medzi doménami

1 Rozdelenie podla organizacie B- retazcov na C-
podobné alebo V-podobné

Q V-podobné domeny maju 65-75 aminokyselin
medzi 2 cysteinmi, ktore tvoria vnutromolekulovy
disulfidicky mostik

Qd C-podobné domeény maju zvycajne len 55-60
aminokyselin medzi 2 cysteinmi, ktoré tvoria
vnutromolekulovy disulfidicky mostik
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5. Chemické a proteolyticke stiepenie
imunoglobulinov



5. Chemické a proteolytickeé stiepenie imunoglobulinov

5.1. Princip stiepenia imunoglobulinov
5.2. Proteolytické Stiepenie: papain a trypsin
5.3. Proteolytickeé Stiepenie: pepsin

5.4. IgA stiepiace enzymy



5. Chemické a proteolytickeé stiepenie imunoglobulinov

Ciele

O Pochopit’ princip proteolytickeho Stiepenia imunoglobulinov

1 Ziskat vedomosti o priprave definovanych fragmentov 1gG

O Pochopit citlivost' jednotlivych imunoglobulinov na proteazy

1 Oboznamit’ sa s bakterialnymi proteolytickymi enzymami, ktoré boli

vyvinuté proti IgA



Proteolytické fragmenty imunoglobulinov

Princip: Imunoglobuliny je mozné proteolyticky Stiepit, priCom vznikaju definované
imunoglobulinové fragmenty

Stiepenie protedzami

O Imunoglobuliny sa skladaju z kompaktnych domén, ktoré su odolné vodi
protedzam

O Stiepenie prebieha medzi oblastami, ktoré spéjaji domény napr. v strede
tazkého retazca sa nachadza oblast, ktora je velmi citlivd na proteolyzu

O Potrebna je pritomnost’ sekvencie/motivu, ktory rozpoznavaju proteazy

O Typicky sa vyuzivaju enzymy: papain, trypsin, chymotrypsin a pepsin



Proteolytické fragmenty imunoglobulinov

T| F(ab'),

Fab

* Papain
* Trypsin
* Chymotrypsin

Papain
Trypsin
Chymotrypsin

F Fv
* Pepsin
< pFC’

* Pepsin




Proteolytické fragmenty imunoglobulinov

Hlavné charakteristiky pantovej oblasti:

Fab trypsin papain Fc pepsin
| I I I
I 1 Ill 1 |
-Arg-Val-Glu-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Thr-His-Thr{Cys-Pro-Pro-Cys-ProfAla-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Pro
Centralne
jadro

-Arg-Val-Glu-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Thr-His-Thr{Cys-Pro-Pro-Cys-ProrAla-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Pro

133



Proteolyticke fragmenty IgG
Papain a trypsin

O Stiepia vy-retazce pri N-konci disulfidickych mostikov, priGom vznikaju dva

univalentné Fab fragmenty a jeden Fc fragment

U

Fab fragmenty maju schopnost viazat’ antigen

O Stiepenie 1gG je urychlené pritomnostou d&inidiel, ktoré redukuju disulfidické
mostiky ako napr. B-merkaptoetanol, DTT

O Citlivost na proteolytické enzymy zavisi od podtriedy IgG: bez redukCnych

Cinidiel su Stiepené len IgG1 a IgG3

U

IgG2 a IgG4 sa stiepia len v pritomnosti redukcnych Cinidiel

O Fab je odolny voci dalSiemu Stiepeniu, pricom Fc je mozné Stiepit v kyslom pH



Proteolyticke fragmenty IgG

Pepsin

O Stiepi v tzv. pantovej oblasti z C-konca disulfidického mostika spajajuceho tazké
retazce

O Po stiepeni v kyslom pH 4-4,5 vznika bivalentny F(ab), ako aj C doména tazkého
retazca — pFc.

O Pri tomto postupe je C,2 doména kompletne rozStiepena, Co je spOsobené
citlivostou Fc fragmentu voci pepsinu pri nizkom pH (<5,1)

O Pridanim redukCnych Cinidiel k F(ab), dochadza k vratnému rozrusSeniu
disulfidického mostika a nasledne k tvorbe univalentného Fab

O Popisany postup je typicky pre IgGl, pricom u IgG2 dochadza ku kompletnej

degradacii



Proteolyticke fragmenty u imunoglobulinov

Proteazy stiepia ostatne imunoglobuliny

4 IgM: Fab, F(ab),, Fc:
O IgA: Fab, priCom Fc je degradovany papainom
4 IgE: Fab, Fc

Q IgD: je extrémne citlivy na proteolyzu a rychlo vznikaju Fab a Fc fragmenty



Proteolytické fragmenty u imunoglobulinov (pokr.)

Proteazy Stiepiace IgA

O Existuju Specialne proteazy u patogenych baktérii, ktoré degraduju ludské IgAl, ¢im
umoznuju kolonizaciu alebo infekciu fudskych mukozalnych povrchov
O Napr. patogény sposobujuce meningitidu, respiracné, urogenitalne choroby a zubné

plaky



Proteolytické fragmenty u imunoglobulinov (pokr.)

Proteazy stiepiace IgA

O Bakterialne proteolytické enzymy Stiepia Pro-Ser resp. Pro-Thr peptidovu vazbu

O Tato vazba je pritomna v IgA1 pantovej oblasti, ale chyba v pripade IgA2

C. ramosum S. pneumoniae H. influenzae  N. meningitidis
N. gonorrhoese
IgAl -Cys-Pro=Val-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Cys
IgA2(mM1) -CyS-Pro-Val----------mmmm oo oo Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Cys

IgA2(Mm2) -Cys-Arg-Val----------m oo Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Cys



Chemickeé stiepenie imunoglobulinov

Q Stiepenie IgG pomocou brémkyanu

« Tuha, toxicka latka

* Reakcia s metioninovym zvyskom

- Stiepenie polypeptidového retazca a vznik 2 fragmentov

« C-terminalny fragment + N-terminalny fragment s modifikovanym C-koncom

Q Stiepenie 1IgG pomocou brémkyanu bromidu v miernych podmienkach (podmienky, ktoré
nevedu k denaturacii) vedie k vzniku bivalentného fragmentu F(ab),, ktory viaze antigeny

O Tento fragment ma vacSiu molekulovd hmotnost ako bivalentny fragment ziskany
Stiepenim pepsinom



Chemickeé stiepenie imunoglobulinov

d Kombinované stiepenie IgG

« Kombinovanym Stiepenim je mozné ziskat fragmenty Fab/c

« V prvom kroku su IgG redukované v miernych podmienkach pouzitim DTT resp. sulfitom

« Nasledna reakcia cysteinu s kyselinou 2-nitro-5-tiokyanatobenzoovou alebo KCN za vzniku
kyanocysteinu.

« Fab/c fragment sa ziska bazou-katalyzovanym Stiepenim peptidove] vazby SCN
modifikovaného zvySku v pantovej oblasti tazkého retazca



6. Detekcia imunoglobulinov



6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6. Detekcia imunoglobulinov

Imunoabsorbcia
Imunoprecipitacia
Metdda ELISA
Mikroaglutinacna metoda

Detekcia konformaéne poskodenych imunoglobulinov



6. Detekcia imunoglobulinov

Ciele

1 Pochopit jednotlivé stratégie pri sledovani Ig
1 Ziskat vedomosti 0 metdde zalozenej na imunoprecipitacii
1 Pochopit rozdiely medzi jednotlivymi ELISA metédami

0 Oboznamit’ sa s mikroaglutinaCnou metodou



Detekcia imunoglobulinov

Problém: imunoglobuliny sa v biologickych vzorkach nachadzaju spolone s inymi molekulami

&

Potreba vyvinut Specifické metody, ktoré umoznia ich detekciu

&

Imunoabsorpcia Imunoprecipitacia ELISA Mikroaglutinacia



Detekcia imunoglobulinov

Imunoabsorpcia

Anti-lg protilatka alebo antigén sa imobilizuje na nerozpustny nosi¢ (povrch, bromkyanom
aktivovana sepharoza)

Biologicka vzorka je inkubovana s takymto nosiCom priCcom dochadza k absopcii len
Ziaducich imunoglobulinov na nosic

Premyvanie povrchu a nasledne uvolnenie imunoglobulinu pomocou zmeny fyzikalno-
chemickych podmienok (napr. pH)

Mnozstvo naviazanych imunoglobulinov sa uréi Standardnymi metédami na detekciu
proteinov

« Citlivost mb6ze byt mnohonasobne vylepsena pouzitim radioaktivheho znacenia



Detekcia imunoglobulinov

Priklad: celuléza ako nosi€ pre imunoabsorbent
O Vyhoda pouzitia celulézovych nosiCov pre preparativne ako aj analyticke ucely
O Takmer ziadna neSpecificka vazba proteinov na celulézovy nosic

O Lahka priprava matrixu napr. mikroCastice dialdehyd celulézy, ktora sa vyznacCuje aj
vynikajucimi skladovacimi vlastnostami

« NosiC nesmie nespecificky viazat' biologicky material
* Nebezpeclenstvo falosSnej reaktivity



Detekcia imunoglobulinov
Imunoprecipitacia (1) (D

MikrocCastice

Protilatka kovalentne naviazana na mikroCasticu C) (D +protilatky

Tvorba komplexu antigén-protilatka

Precipitacia a premyvanie (2)+(3)¢ WY
+antigény

Elicia zmenou podmienok (pH, denaturaéné

&inidla) e 15



1.

Detekcia imunoglobulinov

ELISA metody

Nepriama ELISA metdda

O Pouzitie: skrining protilatok, mapovanie epitopov

O Potrebny material: chemicky Cisty antigén, testovacie roztoky, protilatka s konjugovanym
enzymom

1 Potreba velkého mnozstva antigénu

Priama kompetitivha ELISA metdda

O Pouzitie: skrining protilatok, detekcia rozpustnych antigénov

O Potrebny material: chemicky Cisty antigén, testovacie roztoky, protilatka s konjugovanym
enzymom

1 Rychla dvojkrokova metdda, meranie krizovej reaktivity



Detekcia imunoglobulinov

Nepriama ELISA metdda

antigen

O Nosi¢ (modifikovany povrch)

M Q Inkubacia s protilatkou

O Inkubacia so sekundarnou protilatkou+enzym

v

Pridanie substratu a sledovanie zmien farby, fluorescencie 149



Detekcia imunoglobulinov

{ Kolorimetricka

Chemiluminiscencna

ELISA metdda Fluorescenéna

Bioluminiscenc¢na

Chemifluorescenc¢na

Autoradiografia

Imuno-Au znacenie -




3.

4.

Detekcia imunoglobulinov

ELISA metody

SendviCova metdda

O Pouzitie: skrining protilatok, detekcia rozpustnych antigénov

O Potrebny material: zachytavajlca protilatka, testovacie roztoky, protilatka s
konjugovanym enzymom

O Jedna z najcitlivejSich metdd, velké mnozstvo Cistej Specifickej protilatky

Dvojita sendvicova metdda

O Pouzitie: skrining protilatok, detekcia rozpustnych antigénov

O Potrebny material: zachytavajlca protilatka, testovacie roztoky, protilatka s
konjugovanym enzymom

Q Nie je potrebny vyd&isteny antigén, zdihava 5-krokova metoda



6.

Detekcia imunoglobulinov

ELISA metody

Priama bunkova metodda

O Pouzitie: skrining buniek produkujucich dany antigén, meranie produkcie antigénu

O Potrebny material: bunky produkujice dany antigén, protilatka s konjugovanym enzymom

O Jedna z najcitlivejSich metod pre robustné testovanie zmieSanej heterogénnej populacie
buniek

Nepriama bunkova metdda

O Pouzitie: skrining protilatok proti bunkovym antigénom

O Potrebny material: bunky pre imunizaciu, testovacie roztoky, protilatka s konjugovanym
enzymom

1 Nemusi detegovat antigény s nizkou mierou produkcie a tym padom s nizSiu hustotou



Detekcia imunoglobulinov

Mikroaglutinaéna metoda

Metdda stanovenia IgG v komplexnom prostredi, radovo 20-300 ng/ml

Monodisperzné polystyrénové mikroCastice pokryté anti-lgG, ktoré absorbuju pri
340-405 nm

V pritomnosti IgG, mikroCastice agreguju a klesa absorbancia (340-405 nm)

Porovnanim s kalibraénou krivkou je mozné urcit’ koncentraciu 1gG



7. Cistenie a purifikacia imunoglobulinov |



7. Cistenie a purifikacia imunoglobulinov

7.1. Purifikacia protilatok pomocou afinitnej chromatografie
7.2. Vyuzitie proteinu A

7.3. Vyuzitie proteinu G

7.4. Vyuzitie proteinu L

7.5. DalSie postupy pri priprave &istych protilatok



7. Cistenie a purifikacia imunoglobulinov

Ciele

1 Pochopit' jednotlivé stratégie pri Cisteni Ig
d Ziskat vedomosti a prehlad o jednotlivych Cistiacich strategiach
1 Pochopit rozdiely medzi SEC a HIC postupoch

0 Oboznamit’ sa s technickymi postupmi pouzivanymi pri Cisteni protilatok



lzolacia imunoglobulinov

Problém: imunoglobuliny sa prirodzene nachadzaju spolo¢ne s inymi molekulami (sérum,
supernatant produkujucich buniek)

&

Potreba vyvinut sSpecifické metddy, ktoré umoznia
ich izolaciu



lzolacia imunoglobulinov

Priklad izolacie imunoglobulinov 1gG

1. Precipitacia siranom amoénnym

2. Chromatografické oddelenie pomocou DEAE

celuldzy Protein L
3. Afinitha chromatografia pomocou sephardozy s .0
imobilizovanym proteinom G, A alebo L \
_ - Protein G
« Napr. 1gG3 nereaguje s proteinom A, co Protein A

umozniuje jeho oddelenie od ostatnych IgG



Izolacia imunoglobulinov: afinitna chromatografia

1. Krok: naviazanie 2. Krok: vymyvanie timivym roztokom

A
mAb* ®cr (kontaminanty)
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3. Krok: eluovanie pri pH 3,0
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Protein G

lzolacia imunoglobulinov

Protein G

Ludskeé IgG 10G1.24 +++
1gGs +++

IgM, IgA, IgE, +

IgD

Fab, F(ab’)- +

Ssckv -

Polyklonalne MysS ++

imunoglobuliny

Potkan ++
Zajac +++

Koza, krava ++

Prasa +



lzolacia imunoglobulinov

Protein G

0 516 aminokyselin (P06654), 47 kDa

O Imunoglobulin  viazuci protein z povrchu

streptokokalnych baktérii (C a G skupina) : Protein L
O  Vyuzitie pri Cisteni protilatok T
O Viaze fudsky serovy albumin - \ Protein G
Protein A

O Signalna sekvencia + 13 domén

Signal - E -A1-B1-A2-B2-A3-S -Cl1-D1-C2-D2-C3-W —



lzolacia imunoglobulinov

Protein G

-Signal - E -A1-B1-A2-B2-A3-S -Cl1l-D1-C2-D2-C3-W —

Albumin viazuca Cast Imunoglobulin viazuca Cast

O Signalna sekvencia — export z cytoplazmy
O E-A3 su zodpovedné za viazanie albuminu

O S-C3 su zodpovedné za viazanie imunoglobulinu

pdb id: 1GB1
B1 doména 228-282 162



lzolacia imunoglobulinov

Protein G

-Signal - E -A1-B1-A2-B2-A3-S -Cl1l-D1-C2-D2-C3-W —

C2 doména

pdb id: 1FCC
Protein G C2 doména (372-427) + Fc Cast' ludského 1gG (121-326)
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Protein A

lzolacia imunoglobulinov

Ludskeé IgG 10G1,2.4
1gGs
IgM, IgA, IgE,
IgD
Fab, F(ab’)-
sckv
Polyklonalne Mys
imunoglobuliny
Potkan
Zajac
Koza, krava
Prasa

Protein A
+++

+

+
+
++

+
++

+

+



lzolacia imunoglobulinov

Protein A

0 516 aminokyselin (P02976), 56 kDa

O Imunoglobulin viazuci sa protein z povrchu
Staphylococcus aureus

O Gén spa sucast dvojkomponentového systéemu
ArlS-ArlR

O Vyuzitie: preferencha volba pre Cistenie
protilatok, imunofarbenie

O Signalna sekvencia + 6 oblasti

Protein L

- \ Protein G

Protein A



lzolacia imunoglobulinov

Protein A

-Signal - E-D-A-B - C - Region X

SpaN

O Signalna sekvencia — export z cytoplazmy
O E-C st imunoglobulinom podobné domény

O Region X potrebny na uchytenie k bunkovej stene



lzolacia imunoglobulinov

Protein A

-Signal - E-D - A -B - C - Region X —

pdb id: 1DEE
Protein A (100-153)+ IgM

167



Priprava cCistych protilatok

Podmienky potrebné na naviazanie a eluciu protilatok z afinitnej chromatografie na baze proteinu A

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus rattus

Podtrieda

IgG1
1gG2
1gG3
lgG4

IgG1
lgG2a

lgG1
IgG2a
IgG2b
1gG3

pH potrebné na
naviazanie proteinu A

6,0-7,0
6,0-7,0
8,0-9,0
7,0-8,0

8,0-9,0
7,0-8,0

>9,0

>9,0

>9,0
8,0-9,0

pH potrebné na ellciu

3,5-4,5

3,5-4,5
<7,0

3,0-6,0

4,5-6,0
3,5-6,5
7,0-8,0
<8,0
<8,0
3,0-4,0+3 M

izotiokyanat draselny
168



Protein L

lzolacia imunoglobulinov

Ludskeé IgG 10G1,2.4
1gGs
IgM, IgA, IgE,
IgD
Fab, F(ab’)-
sckv
Polyklonalne Mys
imunoglobuliny
Potkan
Zajac
Koza, krava
Prasa

Protein L
+++

+++
++

++
+++
++

++
+

++



lzolacia imunoglobulinov

Protein L

Q Izolovany z povrchu baktérie Peptostreptococcus
magnus

O Viaze sa na ludsky lahky retazec typu kappa )
okrem podtypu VKII

Protein L
O Siroka skala imunoglobulinov: IgG, IgM, IgA, IgE a 1 |
IgD, scFv a Fab fragmenty ‘\
- Protein G
Q 719 aminokyselin Protein A
O 5 Casti + signalna sekvencia na lokalizaciu
Signalna sekvencia - A . B1-B5 — C — W - M




lzolacia imunoglobulinov

Protein L

Signalna sekvencia - A - B1-B5 — C —~ W - M

O 5 domén + signalna sekvencia na lokalizaciu (1-26)

Q Cast A: doména 79 aminokyselin

A Cast B: 5 homolognych domén, ktoré sa viazu na lahky retazec, 72-76 aminokyselin
Q Cast C: 52 aminokyselin

A Cast W: hydrofilna na prolin bohata sekvencia

Q Cast M: hydrofébna membranova kotva



lzolacia imunoglobulinov

Signalna sekvencia - A

Lahky retazec

Protein L

B1-B5

pdb id: 1HEZ

Lahky ret’'azec

172



lzolacia imunoglobulinov

Tabulka: Proteiny A, G a L a ich vyuzitie pri viazani imunoglobulinov

Protein A Protein G Protein L

Ludské IgG 19G1,2,4 +++ +++ +++
1gGs3 - +++ +++

IgM, IgA, IgE, + + ++

IgD

Fab, F(ab,)z + + ++
Sckv + - +++

Polykolnalne My$ ++ ++ F+

imunoglobuliny

Potkan + ++ o+

Zajac ++ +++ +

Koza, krava + ++ -

Prasa + + 4



lzolacia imunoglobulinov

|zolacia imunoglobulinov IgA

O Vyuziva sa rastlinny lektin Jacalin (P18670 )
o 133 aminokyselin, 14 kDa
o sklada sa z domén viazucich mandzu
o tetramérna Struktura

o Vysoko Specificky pre O-spojené oligosacharidy vyskytujuce sa v IgA1l



Priprava cCistych protilatok
Bunkove linie na produkciu syntetickych protilatok

d CHO
o Imortalizovana bunkova linia z ovaria ¢inskeho Skrecka (z ang. chinese hamster
ovary)

NSO
o Bunkova linia odvodena z mySacieho myeldmu, prirodzene produkujuca protilatky

4 Sp2/0
o Bunkova linia odvodena z mySacieho myeldmu po fuzii s BALB/c mySacimi bunkami
sleziny, neprodukujuca protilatky
o BALB mysS — laboratérne mnozena albino (-ALB) mys, pociatoéné B je odvodené od
mena Halsey J. Bagg zakladatela tejto laboratornej linie



Priprava cistych protilatok
Spobsoby pripravy

O Protilatky ako aj ich fragmenty sa pripravuju z nativnych alebo rekombinantnych zdrojov

Zdroj Molekularny typ Kontaminacie Mnozstvo
Ludské sérum Polyklonalne 1gG, Albumin, transferin, sérové IgG 8-16 mg/ml, IgM 0,5—
IgM, IgA, IgD, IgE proteiny, a2-makroglobulin 2 mg/ml, IgA 1-4 mg/ml,
IgE 10-400 ng/ml, IgD do
0,4 mg/m|
Hybridoma: bunkové Monoklonalne Fenolova ¢erven, albumin, ~1lmg/ml
kultiry + zvieracie sérum transferin, prirodzené zvieracie
[o[€]
Hybridoma: bunkove Monoklonalne Albumin, transferin ~0,05 mg/ml
kultiry bez zvieraceho
séra

Vajeény Zltok IgY Lipidy, lipoproteiny a vitellin 3-4 mg/ml



Priprava cistych protilatok
Spobsoby pripravy

O Protilatky ako aj ich fragmenty sa pripravuju z nativnych alebo rekombinantnych zdrojov

Zdroj Molekularny typ Kontaminacie Mnozstvo
Extracelularny Fab a (Fab")2 Bakterialne proteiny, V zavislosti od
protein exprimovany biomolekuly, nizka  expresného systému

V supernatante miera necCistot
Intracelularna Bakterialne resp. V zavislosti od

expresia proteinov fagové proteiny expresného systému



Priprava cCistych protilatok
Sposoby pripravy

O Extrakéné procesy podla stupna intenzity rozrusenia biologického materialu

O Setrné postupy (napr. osmoticky Sok, enzymatické Stiepenie)
O Stredne intenzivne postupy (drvenie pomocou piesku)

O Vysoko intenzivne postupy (ultrazvuk, Manton-Gaulin homogenizer)



Priprava cCistych protilatok
Sposoby pripravy

O Extrakéné procesy podla stupna intenzity rozrusenia biologického materialu

Extrakcia musi byt urobena dostatoCne rychlo a pri nizkych teplotach v pritomnosti
vhodného timivého roztoku, ktory je potrebny na udrzanie pH a idbnovej sily a taktiez pre

stabilizaciu vzorky.

Ak sa z buniek uvolni DNA, tak lyzat sa stava prili§ viskdzny, ¢o stazuje dalsi postup. V
takom pripade je potrebna

 sonifikacia, a/alebo

 pridanie Dnazy (10 pg/ml) + Mg?*iény



Priprava cistych protilatok

O ExtrakCné procesy

Extrakény proces
Lyza buniek, osmoticky Sok

Enzymatické Stiepenie

Rozotieranie resp. drtenie so
pieskom

Ultrazvuk

Manton-Gaulin homogenizer

French press

Typické podmienky
2 obj. vody k 1 objemu pred-
pripravenych buniek

Lyzozym 0,2 mg/ml, +37°C, 15
minut

Manualne resp. podla manualu

Podla manualu

Podla manualu

Podla manualu

Zdroj
E. coli periplazma

Baktérie, intracelularne
prostredie

Baktérie

Bunkové suspenzie:
intracelularne proteiny,
inklizne telieska

Bunkové suspenzie

Baktérie

Komentar
Nizky vytazok
Vyrazne redukované
uvolhovanie proteaz

Len laboratorne vytazky, ¢asto
je potrebné kombinovat' s
mechanickym rozrusenim

V mensej skale, uvolnené
nukleoveé kyseliny zvySuju
viskozitu, inklizne telieska
musia byt opatovne
solubilizované

pri produkcii vo velkej Skale



Priprava cistych protilatok

Spobsoby pripravy
Uprava vzorky pred chromatografiou

O Pritomnost mikroCastic mbze spbsobit’ upchatie chromatografickej kolony

O Vyber velkosti filtra suvisi s velkostou Castic chromatografického materialu

Nominalna velkost’ porov Velkost’ ¢astic
filtra chromatografického média
1 um 90 um
0,45 um 34 um

0,22 ym 3-15 um



Priprava cistych protilatok

Indukovana precipitacia protilatok

Precipitant

Siran amonny

Kyselina kaprylova

Polyetylén glykol

etakridin

Komentar

Stabilizuje nativny protein,
odstranuje lipidy, koncentracia
IgG by mala byt vacsia ako 1

mg/ml, vhodné na
zakoncentrovanie proteinu

Koncentracia IgG by mala byt
vacsia ako 1 mg/ml, protein
ostava v supernatante

Stabilizuje protein, IgM
precipituje rychlejSie ako 1gG

Toxicky, precipituje lipidy, DNA
viralne Castice, endotoxiny



Priprava Cistych protilatok: SEC chromatografia

4 Vi: eluovany objem od zacCiatku az do
V, maxima eluéného pasu

O Wh: Sirka elucného pasu pri polovicnej
vySke eluéného pasu

1 N: pocCet teoretickych priehradiek

Absorbancia ——

N =5.54 x (V/w,)

50%

Elucny objem ——



Priprava Cistych protilatok: SEC chromatografia

Velkost Typicky material
molekul:

O Superdex
0 Sepharoza

O Sephakryl

Absorbancia ——

agregaty

\ 4

Eluény objem ——



Priprava Cistych protilatok: HIC chromatografia

Hydrofob,icita Typicky material
molekaul:

A O Fenyl-sepharéza

O Butyl-sepharoza

O Polystyrén-divinyl benzén

Koncentracia soli ——
Absorbancia ——

Elucny objem ——



Priprava cCistych protilatok

Porovnanie priemyselnej velkovyroby pre 100 g IgG:
HIC vs. SEC

Hydrofébna Separac¢na
interakéna gélova
chromatografia | chromatografia
(HIC) (SEC)

Objem kolény (L) 4 40

Rozmery kolény (cm) 14x26 20x120
Pociato€na koncentracia
produktu (g/l) 10 25
Pocet cyklov 1 4
Naklady na chromatograficky 7 200 80 000

material (EUR)

Vytazok (%) 85 80

Procesny €as (hod.) 0,75 17
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1)

2)

3)

4)

5)

Porovnanie jednotlivych izolacnych metéd

Precipitacia siranom amonnym (citlivost’”. e )

O Vysledna Cistota a vytazok zavisi od viacerych faktorov (pH, teplota, ¢as)

O Prvotny krok pred chromatografickymi metodami

O Nizka Specificita, nizka finanéna narocnost, potreba centrifugacie

Gélova chromatografia (citlivost’: e e )

O Delenie na zaklade velkosti a tvaru molekul

Q Stredna Specificita, asto pouZztivana v poslednom kroku izolacie

Ionomenice (citlivost’. e e o )

d Chromatografia zalozena na pocte nabitych Castic na povrchu molekul

O Vysoka Specificita, velké rozdiely medzi jednotlivymi kvalitou pevnej fazy (Q vs. MonoQ)
Afinitna chromatogracia (citlivost’. e e ¢ e )

d Vysoka Specificita zaloZzena na interakcii medzi proteinmi alebo ligandmi,

O Financ¢ne nakladna pevna faza obsahujica biologicky material, nizka stabilita

O Casto jednokrokova izolacia, Easova Uspora

HIC chromatografia (citlivost:. e e e « ©)

O Stredne Specificka metdda vyuZzivajuca rozdielnu hydrofobicitu proteinového povrchu
O Stredna finanéna narocnost



8. Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov



8. Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov

8.1. Vseobecny prehlad PTM
8.2. PTM u monoklonalnych protilatok (amidacia, izomerizacia)
8.3. Glykozylacia protilatok

8.4. Sekvencné variacie protilatok



8. Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov

Ciele

O Pochopit’ chemicku diverzitu posttranslacnych modifikacii
d Ziskat’ zakladné vedomosti o chemickych reakciach
O Pochopit’ principy detekcie posttranslacnych modifikacii

d Oboznamit sa s pojmom CQA



Posttranslacné modifikacie

Posttranslacné modifikacie (PTM) zohravaju kluCovu ulohu pri dynamickych
bunkovych procesoch, reguluju génovu expresiu, proteinovu aktivitu, lokalizaciu,
degradaciu a protein-protein interakcie. Typické PTM zahfnaju fosforylaciu,
SUMOylaciu, glykozylaciu, metylaciu, ubiquitinaciu, acetylaciu, palmitoylaciu. V

sucasnosti je znamych viac ako 500 druhov PTM.



Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov

PTM ovplyviuju stabilitu a reprodukovatelnost agregacie Ig. V pripade
terapeutickych protilatok je obzvlast délezitd reprodukovatelnost a kontrola
vlastnosti protilatok poCas farmaceuticke] vyroby. Kontrola niektorych PTM je
suCastou protokolov monitorujucich kriticky atribut kvality CQA (z. ang. critical
qguality attribute) terapeutickych protilatok. Na detekciu PTM sa vyuzivaju

chromatografické metody a hmotnostna spektrometria.



CQA (z. ang. critical quality attribute)

Kritické atributy kvality (CQA) su chemicke, fyzikalne, biologické a mikrobiologicke
vlastnosti, ktoré mézu byt definované, merané a kontinualne monitorovane pre

zabezpecenie kvality finalneho farmaceutického produktu.



Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov

1. Deamidacia

2. Pyroglutamat

3. C-terminalny lyzin (pritomny/nepritomny)
4. Oxidacia

5. Volna tiolova skupina (cystein)

6. Izomerizacia

7. Glykéacia

8. N-glykozylacia



Posttranslacné modifikacie imunoglobulinov

4

/4

© deamidacia @ N-glykozylacia
© izomerizéacia volna tiolova skupina
@® oxidacia ® pyroglutamat

@ C-terminalny lyzin (pritomny/nepritomny)
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Posttranslacné modifikacie: deamidacia

4

© deamidacia

O Deamidacia proteinu znamena stratu amidovej skupiny
bud’ z asparaginu alebo glutaminu, ¢im dochadza k
poskodeniu bo¢ného retazca a zmene jeho fyzikalno-
chemickych vlastnosti

0 Deamidacia Asp102 u herceptinu znizuje potenciu lieCiva

O Zmena asparaginu na aspartat a glutaminu na glutamat

O Reakcia prebieha cez sukcinimidovy intermediat

Q Patri ku kritickym atribatom kvality CQA

O Zmena v molekulove] hmotnosti: +0,98 (podobne ako
premena na izoaspartat)



Posttranslacné modifikacie: deamidacia

O deamidacia proteinu

) — @
O O
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Posttranslacné modifikacie: deamidacia

O deamidacia proteinu — mechanizmus

/7

0 H,C
O\\ - /[k NH\ L-aspartat
C, —NH, NH,+ o + peptid

0 HC, ¢ -H,0
/lk 2 BX “’ . (@) NH, (0] 9
N ——
o —_— /lk N )]\ N
n Yy N R o O\\ "

H ” H,O C
0] gk —NH
9 0 0 H2C/
L-asparagin peptid Tetrahedralny intermediat sukcinimid /U\ o L-izoaspartat
N peptid
O

Yan Q, Huang M, Lewis MJ, Hu P. Structure Based Prediction of Asparagine Deamidation Propensity in Monoclonal Antibodies. MAbs. 2018 Aug/Sep;10(6):901- 198
912. doi: 10.1080/19420862.2018.1478646.



Posttranslacné modifikacie: izomerizacia

4

© izomerizacia
O Deamidacia asparaginu a izomerizacia aspartatu je
intramolekulova reakcia, ktora prebieha bez
pritomnosti enzymov
0 Mechanizmus zahfna cyklicky imidovy intermediat

U Zavisi od pH, primarnej struktury a dielektrickej
konstanty rozpustadla

O Kriticky atribut kvality, CQA



Posttranslacné modifikacie: pyroglutamat

4

@ pyroglutamat

Q Pyroglutamat (pyroGlu) je cyklicka aminokyselina
lokalizovana na N-konci proteinov

Q Vznika premenou glutamatu alebo glutaminu, ¢im
dochadza k lokalnej zmene fyzikalno-chemickych
vlastnosti

O V niektorych pripadoch dochadza k zvySeniu stability
IgG a ich odolnosti voCi peptidazam

O Reakcia prebieha sponntanne alebo za pomoci
enzymu glutaminyl cyklazy

d Je takmer na 95% pritomna u N-koncovych Gin Ig

O Zmena v molekulovej hmotnosti: -17,0



Posttranslacné modifikacie: pyroglutamat

Q Vznik pyroglutamatu

Y
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Posttranslacné modifikacie: C-terminalny lyzin

4

@ C-terminalny lyzin (pritomny/nepritomny)

0 C-koncovy lyzin mébze byt odstraneny aktivitou
karboxypeptidazou 6 resp. inymi  bazickymi
peptidazami

0 Endogénne protilatky v sére maju uplne odstraneny
lyzin na C konci tazkého retazca (CH3), vznika novy
C-koniec

O Pri produkcii v bunkovych kultirach (CHO) je tento
proces neudplny, pri rekombinantne] expresii v E.coli
terminalny lyzin nie je odstraneny

U Nie je povazovany za CQA

0 Zmena v molekulovej hmotnosti: -128.1



Posttranslacné modifikacie: C-terminalny lyzin

O Odstiepenie C-koncoveho lyzinu

NH2

‘ ‘ volny Iyzi
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Posttranslacné modifikacie: oxidacia

4

@ oxidacia

O Oxidacia boéného retazca aminokyselin: cystein,
histidin, tryptofan, tyrozin, metionin

O Standardne prebieha najrychlejsie reakcia s cysteinom
a metioninom. V pripade metioninu vznika metionin
sulfoxid a dalej na metionin sulfon. Reakcie oxidacie
prebiehaju v pritomnosti volnych kyslikovych radikalov

O Reakcie in vivo prebiehaju viac-menej nekontrolovane

4 Reakcie in situ vyuzivaju H,0,, terc-butyl hydroperoxid,
2,2'-azobis(2-amidinopropan) (AAPH), Ziarenie, ozon



Posttranslacné modifikacie: oxidacia

4

@ oxidacia

O Oxidacia vyrazne ovplyviuje lokalne vlastnosti a tym aj
strukturu Ig

O Zmena v molekulove] hmotnosti: +16 resp. (32 u
dvojnasobnej oxidacii tryptofanu)

O Priklad: fudsky IgG1 obsahuje 2 Met, ktoré su velmi
lahko oxidovatefné. Oxidacia tychto metioninov
spdsobuje zvySenu rychlost agregacie, posun teploty
prechodu a zvySenie rychlosti deamidacie 1gG



Posttranslacné modifikacie: oxidacia

OH
|
S

CH, O 'CHj3

O Oxidacia metioninu

O Oxidacia tryptofanu

O O
N

"o o HO o RO~
HoN HoN I
—_ O\“ —_ H2
e ~0 o
o~ T
NH-/ NH-/ N | P
— — O~ "NH



Posttranslacné modifikacie: volny cystein

4

volna tiolova skupina

O Volny cysteinovy bocény retazec obsahuje tiolovu
skupinu, ktora je vysokoreaktivha a mdze tvorit’.

o zmieSané tiolove pary

o nespravne disulfidické mostiky a ich izoformy

o kovalentne vazby s ostatnymi molekulami
protilatok/proteinov/cysteinu a odvodenych
nizkomolekulovych zlu€enin

0 Standardne  prebieha najrychlejdie  reakcia s
povrchovymi a dostupnymi reaktivnymi tiolovym
skupinami

O Reaktivita je ovplyvnena sekundarnou, terciarnou aj
kvartérnou strukturou



Posttranslacné modifikacie: volny cystein

4

volna tiolova skupina

O Reakcie in vivo prebiehaju viac-menej nekontrolovane
su vsak vo vacsine pripadov termodynamicky
nevyhodné v redukCnom bunkovom prostredi

O Inzercia atomu siry medzi disulfidicky mostik je
pomerne Casta u monoklonalnych protilatok napr.
medzi tazkymi retazcami. Ich frekvencia méze byt az
35%

O Zmena v molekulovej hmotnosti: +120 (+cystein), +32
tvorba trisulfidov, -32 vznik tioéterov



Posttranslacné modifikacie: volny cystein

U Vznik sulfhydrylu

O Vznik trisulfidov

L Vznik tioéteru

/\/\S/S\/\/\ — > NN T



Posttranslacné modifikacie: glykacia

4

O Glykacia je adicnha reakcia monosacharidu a aminovej
skupiny tzv. Maillardova reakcia bez pritomnosti
enzymov

U K tomuto dochadza pri kondenzacnej reakcii, pri ktorej
karbonylova skupina redukujuceho cukru reaguje s
volnou amino skupinou

O N-koniec proteinu, lyzin, a CiastoCne aj arginin

Q Typicky produkt glykacie: N-fruktozyl-Lys (+162 Da)



Posttranslacné modifikacie: glykacia

4

O V prvom medzikroku sa vytvori nestabilna Schiffova
baza, ktora neskor prechadza na ketoaminovu formu
nazyvanu Amadoriho produkt

O Po glykacii dochadza k zmene naboja

O Ku glykacii dochadza napr. v médiu bunkovych kultar v
dosledku pritomnosti glukdzy a galaktozy



Posttranslacné modifikacie: glykacia

O Glykacia proteinu

He?°
H——OH

HO——H
H——OH
H OH
SOH

HO—T—H
H——OH
H——OH

SoH

Schiffova baza

—

HO——H
H——OH
H——OH
\OH

Amadoriho produkt
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Posttranslacné modifikacie: glykozylacia

4

@ N-glykozylacia

0 Specificka N-glykozylacia amidovej skupiny
asparaginu

O Potrebna na efektorovu funkciu protilatok a pre
funkénu imunitnu odpoved

O Typicky je to Asn297 — existuje viac nez 500
glykoforiem, zavisi od aktivity galaktotransferazy v B
lymfocytoch

O Taktiez variabilna oblast méze byt modifikovana, ¢o
md&ze mat pozitivny/negativny efekt na viazanie
antigénu

Q0 Glykozylacia méze byt asymetricka



Posttranslacné modifikacie: glykozylacia

4

@ N-glykozylacia
d Patri medzi CQA

O Sacharidové zvySky maju priblizne 1000 Da

O Adicia prebieha v endoplazmatickom retikulu (ER) a
Golgiho aparate (GA)

O Ig je prenasana postupne cez drsné ER — cis GA —
medialne GA — trans GA — exocytdza

Q Glykozylacia je potrebna na:
o Aktivaciu komplementu
o ADCC (z ang. antibody-dependent cell
cytotoxicity)
o Endocytozu imunitneho komplexu
o Inhibiciu B-lymfocytov



Posttranslacné modifikacie: glykozylacia

WAGln—Tyr—Asn,g,—Ser—Thr—Tyr—Arg—a

Q Typicka Struktura sacharidovych zvyskov — typické

Glcll\lAc ---| Fuc vetvenie tzv. dvojitej antenovej struktury
GlcNAc . : — . , ,
Q Jadro tvorené 7 sacharidovymi zvyskami (v modrych
a(1-6) Man L o(1-3) obdlznikoch)
Man : Man

\ O Fuc — fukdza, Gal — galaktoza, GIcNAc vetviacy zvySok
GlcNAc y
GleNAC GleNAC N-acetylglukézaminu, a sialové kyseliny napr. kyselina

- ' N-acetylneuraminova

: . o G0,G1,G2 st monosacharidy s 0,1,2 galaktézami
—— T o V pripade pritomnosti fukézy znacenie je GOF
LY =S o GOB — pritomnost rozdelujucej GlcNac

Jefferis R. Glycosylation as a strategy to improve antibody-based therapeutics. Nat Rev Drug Discov. 2009 Mar;8(3):226-34. doi: 10.1038/nrd2804.



Sekvencneé variacie protilatok

O Tyr - GIn
o H376 ulgG1l anti-Her2, 1-27 %
o Geneticky povod (polyklonalnost) zamena kodonu TAT — CAC

0 24 aminokyselinova inzercia
o medzi VH-CH1, IgG1 anti IGF-1R, vyskyt >50%
o Chyba pri splicingu, translacia intronu

U Phe — Leu
o 11. pozicia od N konca, fuzia peptidu a mAb, 7-10 %
o Geneticky povod, somatickd mutacia, zamena kodonu TTC —» CTC

U Ser » Asn
o Pri AGC kodone, IgG1, 1gG4, 0,01-0,2 %
o Chybna translacia



Sekvencneé variacie protilatok

U Phe — Tyr
o RO6zne miesta, bez Specificity ku kodonu, IgG1
o Nedostatok fenylalaninu v médiu



9. Stabilita a agregacia imunoglobulinov



9. Stabilita a agregacia imunoglobulinov

9.1. Interné a externé faktory spustajuce agregaciu
9.2. Mechanizmy agregacie

9.3. Nastroje pre charakterizaciu agregatov

9.4. Klasifikacia proteinovych agregatov

9.5. Studium stability protilatok - priklad



9. Stabilita a agregacia imunoglobulinov

Ciele

O Pochopit’ faktory ovplyviujuce agregaciu imunoglobulinov
Q Ziskat prehlad o vonkajSich faktoroch spustajucich agregaciu
0 Pochopit mechanizmy agregacnych drah

1 Oboznamit’ sa s klasifikaciou agregatov



Agregacia lgG je dosledok viacerych faktorov

Proces agregacie je désledok internych a externych faktorov

1. Interné faktory: proteinova Struktura, sekvencia aminokyselin

2. Externé faktory: bezprostredné okolie proteinu

O Teplota

O Chemickeé zlozenie rozpustadla, v ktorom je protein rozpusteny
O Procesné kroky (fermentacia, expresia, mechanickeé otrasy)

O Fyzicky stav a chemické zlozenie proteinu v pevnom skupenstve



Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Sekvencna hypervariabilita IgG a agregacia

1. Peptidove sekvencie maju odliSnu nachylnost’ k agregacii

2. Sekvencie s vysokou prirodzenou nerozpustnostou sa nazyvaju APR (agregation prone
regions)

3. CDR oblasti a priflahlé B-retazce obsahuju APR pravdepodobne ako vedlajsi, nezelany efekt
ich molekulovej funkcie



Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Priklady agregujucich ¢asti

.. Poziciav ramci imunoglobulinov Sekvenény motiv
l'ahky retazec, CDR slu¢ka 2 (L2) LLIYSASFLY
VLIYF
l'ahky retazec, CDR slugka 3 (L3) LGIYF
Lahky retazec, predchadza CDR YCQQNNN
oblast’ slucka 3 (L3)
Lahky retazec, CL doména SVFIFP
SVFIF
Lahky retazec, CL doména VVCLL
6. | Tazky retazec, sluéka 1 (H1) -IFTDF---YYWTW!
7. Tazky retazec, slucka 2 (H2) IGAIY
IGYIY

B Tazky retazec, slugka 2 (H2) TTEYN
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Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Priklady agregujucich ¢asti

Por.€. Poziciav ramci imunoglobulinov Sekvenény motiv
“ Tazky retazec, v oblasti po CDR VTMLV
slucke 2 (H2)
Tazky retazec, prechadza CDR IYYCV
slucka 3 (H3)
11. Lahky retazec, CDR oblast slucka 3 VVYYSNSYWYF
(L3)
CH2 doména SVFLFPP
CH2 doména VLMISL
CH2 doména IVTCVVV
CH2 doména VVSVLTVL

CH3 doména GSFFLYS
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Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Nastroje na predikciu APR v primarnej sekvencii IgG

1. PAGE: softvérovy nastroj na predikciu agregacnej schopnosti a rychlosti

2. TANGO: algoritmus zalozeny na Statistickej mechanike, ktory identifikuje beta-agregujuce
oblasti. Pouzitych 179 peptidov z r6znych zdrojov. 92% uspesna predikcia

3. Zyggregator: softverovy nastroj na predikciu schopnosti zbalenia ako aj pravdepodobnosti
chybného zbalenia

4. Aggrescan: softverovy nastroj na vypocet nachylnosti na agregaciu IlgG odvodeny z in vivo
experimentov



Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Nastroje na predikciu APR v primarnej sekvencii IgG

1. PASTA: identifikuje oblasti, ktoré by sa mohli parovat, a tym aj podporovat cross-§ strukturne
motivy, ktoré su asociované s amyloidnymi fibrilami. K vypoctu parovacich energii pouzili ca.
500 vysokokvalitnych 3D struktur. 80 percentna uspesnost

2. SALSA: vyuziva predikciu tvorby -Struktur pomocou Chou-Fasman metody

3. AMYLPRED: konsezualny nastroj vyuzivajuci 5 metod: TANGO, AGGRESCAN, Zyggregator,
SALSA, PASTA

4. 3D profilovacie metddy a nachylnost k tvorbe fibril podfa krystalovej Struktury fibril
hexapeptidu NNQONY (Thompson et al. 2006). V principe sa nahradi NNQQNY hexepeptid
Inym hexapeptidom a pocita sa energia pomocou RosettaDesign. 80 % uspesnost
identifikacie fibrilizujiceho peptidu



Interné faktory agregacie: sekvencna variabilita

Nastroje na predikciu APR v primarnej sekvencii IgG

1. Defekty v hustote zbalenia proteinu mézu pomact identifikovat APR
2. APR v imunoglobulinoch mézu odliSne reagovat' v désledku odliSného strukturneho kontextu

3. Simulacie molekulovej dynamiky mézu napomact identifikovat APR a nukleacné zarodky



Externé faktory agregacie

1. Teplota 13. Procesne faktory
2. Svetlo d Opatovné zbalovanie
3. pH 0 Rozmrazovacie cykly
4. Zlozenie timivého roztoku O Mechanicke otrasy
5. Koncentracia zloziek timivého roztoku d  MieSanie
6. lonova sila Q  Strizné sily
7. Celkova koncentracia proteinu Q Tlak
8. Povrch arozhranie vzduch/voda 0 Vakuové susenie
9. Kovové iony 0 SusSenie za mrazu
10. Organlcke rozpustadla O Sprejové suSenie
11. Sarza proteinu O Sprejové suSenie za mrazu
12. Aditiva 0 Metoda rekonstitucie
d  Soli O Rekonstituéné médium
0 Konzervacné chemikalie O Iné procesy ako emulzifikacia

O Surfaktanty



Externé faktory agregacie

14. Faktory pocCas skladovanie v tuhom stave

0 Metddy vysuSovania
Tzv. pH v tuhom (lyofilizovanom) stave
Pomer excipientov

Kombinacia excipientov

o 0O O O

Typ excipientov
« Nizkomolekulové latky (mannitol, trehal6za)
« Vysokomolekulové latky (dextran, Tween)



Externe faktory agregacie

Priklad: svetlo ako externy faktor — fotostabilita protilatok
O Predpisané testovanie fotostability latok a lieCiv podfa ICH Q1B

O ViditeIné svetlo: viac ako 1.2x106° lux-hodin a UV svetlo: 200 W h/m?

O Niektoré protilatky su citlivé na svetlo, pricom produkuju reaktivne kyslikové molekuly
(singletovy kyslik, peroxid vodika, hydroxylové radikaly)

O Protilatkami katalyzovana oxidacia vody (ACWO — antibody catalyzed water oxidation)

schématicka reakcia;
10,+H,0 > - — H,0,+ 30,

— mozny problém pri priprave stabilnej formy terapeutickej protilatky
— pravdepodobne biologicky vyznam ako sucast imunitnej obrany (singletovy kyslik vznika
v aktivovanych fagocytoch)

Nieva J, Wentworth P Jr. The antibody-catalyzed water oxidation pathway--a new chemical arm to immune defense? Trends Biochem Sci. 2004 May;29(5):274-8.



Mechanizmy agregacie Ig
Podla charakteru pociatoénej konformacie
1. Agregacia ako dosledok asociacie nativnych IgG molekul

2. Agregacia ako dosledok asociacie tzv. nie nativnych IgG molekdl

Podl'a charakteru finalnych foriem

1. Agregacia lgG veduca k nerozpustnym Casticiam

2. Agregacia IgG veduca k rozpustnym cCasticiam



Agregacia IgG ma komplexny priebeh

Asociacie nativnych foriem - multimerizacia

(A) silna vysoko-Specificka asociacia zbalenych foriem
O Priklad: trans-thyretin, P22 tailspike, Arc represor
0 Hodnota Kd konStanty nizka, okolo 1 nM

(B) slaba asociacia zbalenych foriem
0 Monoméry interaguju slabymi koloidalnymi silami
O NeSpecifické kontakty medzi monomeérmi

O Hodnota Kd konstanty vysoka, radovo 0,1-1 mM



Agregacia IgG ma komplexny priebeh

Asociacia nenativnych foriem prebieha cez intermediatne stavy

O nenativny reaktivny monomer: klfu€ovy intermediat pravdepodobne v rovnovahe s
nativnym stavom (CiastoCne rozbaleny intermediat, molten-globule stav)

O nukleus — efektivne nevratny intermediatny stav (v principe méze ist o vratny
intermediat, ale v désledku rychleho rastu je jeho existencia velmi kratka, a teda
nedochadza k vratnej disociacii k predchadzajucemu kroku)

O rast agregatov: 3 mozné scenare



Agregacia IgG ma komplexny priebeh

Asociacia nenativnych foriem prebieha cez intermediatne stavy

O rast agregatov: 3 mozné scenare
(1) agregaty zostavaju rozpustné, ale vyrazne nerastu
(2) agregaty zostavaju rozpustné, ale vznikajt HMW (high molecular weight) formy
(3) agregaty na zaciatku su rozpustné molekularne formy, ktoré neskér
Interaguju a dochadza k ich fazovému oddeleniu, ¢o vedie k tvorbe nerozpustnych,

viditelnych Castic resp. precipitatov



Nastroje pre charakterizaciu lg agregatov



Nastroje pre charakterizaciu lg agregatov
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Nastroje pre charakterizaciu agregatov

1. Vizudélna charakterizacia: voflnym okom

2. Pocitanie Castic: elektricka impedancia (poCet Castic v objemovej jednotke, kvantifikacia,10°m
Skala)

3. Rozptyl svetla:

O staticky rozptyl svetla (velkost a tvar Castic)

O dynamicky rozptyl svetla (velkost a relativna distribucia tvar €astic)
O turbidimetria (odhad velkosti a relativna distribucia)

Mikroskopia:

svetelna mikroskopia (ur€enie tvaru a velkosti, kvantifikacia na 10-°* m Skale)

elektrénova mikroskopia (tvar a velkost nerozpustnych agregatov, 10-° m skala)

atomova silova mikroskopia (tvar a velkost nerozpustnych agregatov, 10-° m Skala, morfolégia)

ooo=*s



Nastroje pre charakterizaciu agregatov

5. Reologia: dynamicky rheometer (strizny modul, protein-protein interakcie)

6. Chromatografické metody

O SEC gélova chromatografia (velkost a moznost’ kvantifikacie, rozpustné malé Castice)

0 RP HPLC reverzna chromatografia (kvantifikacia a agregacné izoformy)

O AFFF asymetricka frakCna tokova metdda (urCenie velkosti a kvantifikacia malych a velkych Castic)

7. Elektroforéza

O SDS-PAGE (urCenie velkosti a povahy agregatov, kvantifikacia CiastoChe mozna)
O Nativha PAGE (agregacny proces a mechanizmus vzniku)

O Kapilarna elektroforéza (agregacny proces a mechanizmus vzniku)

O Elektroforéza zalozena na mikrofluidnom Cipe (vysoka kapacita vzoriek, agregacny proces a
mechanizmus vzniku)

8. Kalorimetria: diferenCne skenujuca kalorimetria (teplotne indukované rozbalovanie proteinov a ich
agregacia)



Nastroje pre charakterizaciu agregatov

9. Centrifugaéné metody: analyticka centrifuga (velkost, molekulova hmotnost a tvar)

10. Spektroskopické metody

O FTIR infraCervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou (agregaény proces, mechanizmus a
zmena v sekundarnej strukture)

Q CD - kruhovy dichroizmus (agregacny proces, zmeny v sekundarnej a terciarnej strukture)

O Fluorescencia (agregacny proces)

O UV-VIS apsorpcéna detekcia rozpustnych a nerozpustnych agregatov

0 NMR (tvorba agregatov)



Stabilita a agregacia pocas jednotlivych stupnov
vyvoja

Verifikacia
dlhodobej
skladovacej
stability a
protokol
podavania

Pred- , Formulacia a
formulacny evaluacia

Definicia

produktu

stupen stability
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Stabilita a agregacia pocas jednotlivych stupnov
vyvoja
Predformulacny stupen:

O Zozbieranie kluCovych fyzikalno-chemickych vlastnosti proteinov: velkost, Cistota proteinu,
izoelektricky bod

O Odhad agregacného spravania na zaklade Struktury

O UrCenie rozpustnosti a agregacnej tendencie pri réznych pH a idbnovych silach a pocCas
viacnasobnych rozmrazovacich cyklov a poCas mechanickych otrasov

Formulacia a evaluacia stability:

O Preskumanie vplyvu formulaénych premenych na agregaciu proteinov: pH, timivy roztok, soli,
excipienty

Q Vplyv procesnych krokov na agregaciu

O Definicia podavanej formy (kvapalné alebo tuhé skupenstvo)



Stabilita a agregacia pocas jednotlivych stupnov
vyvoja
Verifikacia dlhodobej skladovacej stability a protokol podavania

Q Studia dihodobej stability

O Overenie kompatibility proteinu s planovanym uchovanim v kontajneri/ampulke, vratane planovanych
pomocok na podavanie (napr. hadicky, infuzne vrecusko).

O Overenie rangu a limitov komponentov formulacného zlozenia

O UrCenie skladovatelnosti (Casovy interval) produktu

Definicia produktu

O Definicia zlozenia produktu, pripravnych krokov, skladovacich podmienok a administrativny protokol



Klasifikacia proteinovych agregatov



CLRS klasifikacia proteinovych agregatov

C Konformacia
L  Typ vazby
R Reverzibilita

S Velkost



Klasifikacia proteinovych agregatov

Styri Kategorie

1. Konformacia

O Nativna — C, (agregaty s nativhou sekundarnou a terciarnou strukturou)
O Nenativna — C, (agregaty s poruSenou/zmenenou sekundarnou a terciarnou strukturou)
2. Typ vazby
O Kovalentné prepojenie resp. neoddelitelné monomérne jednotky — L. (agregaty su udrziavané
kovalentnymi vazbami, disulfidickymi mostikmi a v pritomnosti denatura¢nych Cinidiel
nedochadza k oddeleniu monomérov)
0 Fyzikalne prepojenie cez nekovalentne, disociovatelné interakcie — L, (agregaty su drzane

pokope nekovalentnymi vazbami — elektorostatickymi interakciami, vodikovou vazbou, po
pridani denaturaéného Cinidla ako SDS, mocovina, guanidinium chlorid dochadza k disociacii
podjednotiek)



Klasifikacia proteinovych agregatov

3. Reverzibilita

d

d

Vratné reverzibilné agregaty — R, (dochadza k disociacii agregatov po navrate z prostredia, ktoré
iniciovali vznik agregatov)

Nevratné ireverzibilné agregaty — R, (agregaty zostavaju stabilné aj po zmene podmienok, ktoré
iniciovali agregaciu)

4. Velkost

d

d

Rozpustné agregaty — S, (typické oligomérne agregaty ako napr. dimér, trimer, ktoré nie su
viditel'ne volnym okom ani pod obyC€ajnym mikroskopom a prechadzaju 0,2 um filtrom.
Rozpustné agregaty so znamym Cislom oligomérov — S, (n=1,2...typicke oligomérne agregaty s
definovanym poctom monomeérnych jednotiek ako napr. dimer, trimer, ktoré nie su viditelné
vofnym okom.

Sub-viditelné Castice — S, (typicka velkost 0,1-100 um, pri vysokej koncentracii je badatelna
turbidita, zakal, po zriedeni vSak ostava roztok Ciry)

Viditelné agregaty — S, (agregaty typicky vacsie ako 100 um, ktoré su viditelné volnym okom a
pod svetelnym mikroskopom)



Stadium stability protilatok - priklad



Stadium stability protilatok - priklad

Mikrokalorimetricky zaznam protilatky IgG6B3 pri koncentraciach 0,5 (zelena), 5 (modra) a 15 (Cervena) mg/ml
vo fosfatovom timivom roztoku, pH 7,4. Experimentalne Udaje su popisané 4-stavovym kinetickym modelom
(plna Cervena Ciara).

NeU->D->F

B0l d Teplotné profily su nezavislé od
400 - koncentracie proteinu

300 -+

200 A

Ac, (kJ/mol/K)

100 +

50 60 70 80 90
Teplota (°C)

Nemergut M, Zoldak G, Schaefer JV, Kast F, Miskovsky P, Plickthun A, Sedlak E. Analysis of IgG kinetic stability by differential scanning calorimetry, probe
fluorescence and light scattering. Protein Sci. 2017 Nov;26(11):2229-22309.



Stadium stability protilatok - priklad

(A) Mikrokalorimetricky zaznam protilatky 1gG6B3 resp. (B) absorbancia/turbidimetria pri 500 nm v pritomnosti
modcoviny: 0 (Cierna Ciara), 1 (modr& giara), 2 (zelena d&iara), 3 (Cervena Ciara) mol/dm3. V obrazku (B) su
uvedené aj teplotné zavislosti populacie jednotlivych stavov: U+D+F (bodkovana ciara), D+F (siva plna Ciara) a
F (Cierna prerusovana Ciara).
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fluorescence and light scattering. Protein Sci. 2017 Nov;26(11):2229-22309.



Stadium stability protilatok - priklad

Casovy priebeh fluorescencie ANS v pritomnosti IgG6B3 pri teplotach: 74,5 °C (biele symboly), 72,3 °C (&ierne
symboly), 70,0 °C (modré symboly), 67,0 °C (zelené symboly), 65,3 °C (Zlt¢ symboly), 64,0 °C (fialové
symboly), 61,4 °C (Cervené symboly) a 59,5 °C (tmavo modré symboly).
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Nemergut M, Zoldak G, Schaefer JV, Kast F, Miskovsky P, Plickthun A, Sedlak E. Analysis of IgG kinetic stability by differential scanning calorimetry, probe 250

fluorescence and light scattering. Protein Sci. 2017 Nov;26(11):2229-22309.



Stadium stability protilatok - priklad

Teplotna zavislost' rychlostnej konstanty inaktivacie ziskana pomocou kinetiky viazania ANS pri r6znych
koncentraciach mocoviny: 0 (€ierne symboly), 1 (modré symboly), 2 (zelené symboly) a 3 M (Eervené symboly)
a odvodena rychlostna konstanta z fitovania 4-stavoveho modelu mikrokalorimetrického zaznamu pri réznych
koncentraciach mocoviny: 0 (Cierna Ciara), 1 (modra Ciara), 2 (zelena Ciara) a 3 M (Cervena Ciara).

Ink,

0.0029 0.00295 0.003 0.00305 0.0031
1/T (1/K)

Nemergut M, Zoldak G, Schaefer JV, Kast F, Miskovsky P, Plickthun A, Sedlak E. Analysis of IgG kinetic stability by differential scanning calorimetry, probe

251
fluorescence and light scattering. Protein Sci. 2017 Nov;26(11):2229-22309.



Stadium stability protilatok - priklad

Teplotna zavislost inaktivacie vyuzitim analyzy 4-stavového modelu mikrokalorimetrického zaznamu
pri rébznych koncentraciach mocoviny: 0 (Cierna Ciara), 1 (modra Ciara), 2 (zelena Ciara) a 3 M
(Cervena Ciara).

In(k, ..0)

‘50 I ! | ' | ! I ' | ! | ' | ! |
20 30 40 50 60 70 80 90
Teplota (°C)

Nemergut M, Zoldak G, Schaefer JV, Kast F, Miskovsky P, Plickthun A, Sedlak E. Analysis of IgG kinetic stability by differential scanning calorimetry, probe 252
fluorescence and light scattering. Protein Sci. 2017 Nov;26(11):2229-22309.



10. Terapeuticke imunoglobuliny



10. Terapeutické imunoglobuliny

10.1. Atribuaty kvality mAbs

10.2. Nazvoslovie terapeutickych mAbs

10.3. Zoznam a priklady terapeutickych mAbs
« TRASTUZUMAB
« ADALIMUMAB



10. Terapeutické imunoglobuliny

Ciele

1 Pochopit’ ako su jednotlivé metddy vyuzivané na overenie atributov
kvality v ramci kategorie ICH Q6B
1 Porozumiet nazvosloviu terapeutickych protilatok

4 Ziskat prehfad o ucinku vybranych terapeutickych protilatok



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: COA



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribat Test ICH Q6B Procesné operacie
produktu Kategoria | ovplyvhujuce CQA

Velkost’

Agregacia

chromatografla

Gélova
elektroforéza

Analyticka
ultracentrifiga
SEC+MALS

Detekcia produktom
spb6sobenych necistot

|dentita,

Cistota,

stabilita Formulécia,
|dentita, ,2upstream®,
Cistota, ,2downstream"“ procesy,

stabilita  skladovanie, naplnenie
|dentita,
Cistota
|dentita,
Cistota
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Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribut Test ICH Q6B | Procesné operacie
produktu Kategoria | ovplyviujuce CQA

IEX chromatografia+/-  Detekcia izoforiem |dentita,
karboxypeptidaza Cistota,
stabilita
|Izoelektricka fokusacia  Vzory nabojovych |dentita,
Velkost’ Skratenie +/- karboxypeptidaza izoforiem Cistota,
stabilita ,Upstream” procesy,
Peptidové mapovanie  Overenie primarnej |dentita, skladovanie,
s hmotnostnou struktury, identifikacia  Cistota,
spektrometriou posttranslacnych stabilita

modifikacii
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Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribut Test ICH Q6B Procesné operacie
produktu Kategodria | ovplyviujuce CQA

|dentita,
Detekcia Cistota,
produktom stabilita
Gélova sposobenych |dentita,
elektroforeza necCistét — Cistota,
Velkost’ Fragmentacia fraagmentov a stabilita
Analyticka agregatov |dentita, ,2Upstream®,
ultracentrifiga Cistota, ,downstream” procesy,
Peptidové Overenie |dentita, SERIERIE:
mapovanie primarnej struktury  Cistota,
s hmotnostnou + PTM stabilita
spektrometriou
HPLC na principe Fragmenty a |dentita,

reverznej fazy iIzomerizacia Cistota,

259



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribut Test ICH Q6B Procesné operacie
produktu Kategoéria | ovplyviaujuce CQA

Q-TOF Meranie celkovej |dentita
hmotnostna molekulovej
Velkost’ Celkova spektrometria hmotnosti ,2upstream”
hmotnost Rozptyl svetla Meranie celkovej |dentita
molekulovej

hmotnosti
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Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribut ICH Q6B Kategoria | Procesné operacie

produktu ovplyvnujuce CQA

Deamidacia IEX Detekcia |ldentita a Cistota ,2upstream®,
chromatografia nabojovych ,2downstream®
izoforiem procesy,
|zoelektricka Vzory skladovanie
fokusacia nabojovych
izoforiem
Peptidove Overenie
mapovanie primarnej
s hmotnostnou Struktury + PTM
spektrometriou
Kyselina obsah kyseliny UrcCenie obsahu |dentita ,2Jpstream®

sialova sialovej kyseliny sialovej
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Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribut Test ICH Q6B Kategoria | Procesné operacie
produktu ovplyvnujuce CQA

Primarna |dentita Peptidové Overenie |ldentita a Cistota  ,Upstream” procesy
Struktara mapovanie primarnej a skladovanie
s hmotnostnou Struktury + PTM
spektrometriou
Analyza Meranie |dentita ,2Jpstream® procesy
zlozenia zlozenia
aminokyselin aminokyselin
N-terminalne Zistenie |dentita
sekvenovanie zlozenie N
konca
Imunoesej Specificka ldentita
Imunoreaktivita
Disulfidické UrCenie Overenie |dentita ,2Jpstream" procesy
mostiky disulfidickych spravnosti a skladovanie
mostikov vytvorenych
disulfidickych )

mostikov



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategoria Atribat Test ICH Q6B Procesné operacie
produktu Kategodria | ovplyviujuce CQA

Glykacia Peptidové mapovanie  Overenie primarnej |dentita, ,2Upstream® procesy
s hmotnostnou Struktary + PTM Cistota, a skladovanie
spektrometriou stabilita
Boritanova HPLC Detekcia glykacie |dentita, ,2Jpstream® procesy
Cistota a skladovanie
Glykozylacia  Kompozi¢na analyza Kvantifikacia obsahu |dentita ,Upstream® procesy
monosacharidov monosacharidov

Profil oligosacharidov Ziskanie vzorov
oligosacharidovych
profilov
Obsah galaktozy Obsahu galaktozy

Obsah fukozy Obsahu fukozy
|lzomerizéacia HPLC na principe  Detekcia produktovych |dentita, ,2Upstream®,
reverznej fazy fragmentov a Cistota ,2downstream"

izomerizacie procesy, skla%gvame



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategodria Atribut Test ICH Q6B Procesné operacie
produktu Kategoria ovplyvhujuce CQA

Vyssie
arovne
Struktur

Oxidacia

Tioéter

Konformacia

Peptidové Overenie primarnej ldentita, Cistota,
mapovanie, MS struktury + PTM znecistenie ,2upstream®,
Gélova Detekcia produktovych Identita, Cistota, ,2downstream"
elektroforéza fragmentov a stabilita procesy, skladovanie
agregatov
Kruhovy Detekcia zmien |dentita ,2upstream® procesy
dichroizmus v sekundarnej Strukture
FTIR Zmeny sekundarnej/
terciarnej strukture
DSC Zmeny Vv terciarne;
struktare
Bio/vazobny test Bioaktivita |dentita, ,2upstream®,
potencia ,2downstream"
procesy, skladovanie,

naplnovanie,
formulacia
264



Pred aplikaciou terapeutickych mAb: CQA

Kategodria Atribut ICH Q6B Procesné
produktu Kategoria operacie

ovplyvihujuce
CQA

A eyics Konformacia  X-ray kryStalografia Zmeny v terciarnej, |dentita ,2Jpstream”
struktar kvartérnej Strukture procesy
Efektorova Viazanie Fc UrCenie Fc funkcie Potencia
funkcia receptora
Viazanie Ur€enie Fc funkcie Potencia

komplementu

265



Nazvoslovie terapeutickych mAb



Nazvoslovie terapeutickych mADb

V doésledku vysoke) Specificity a teda individualnosti terapeutickych mAb je aj ich
pomenovanie jedine€né

Nazvy terapeutickych mAb su zvyCajne dvojake:
1. Komercné obchodné nazvy s ochranou znamkou, ktora je vlastnictvom firmy

2. Systémové oznacCenie podla International Nonproprietary Names (INN)
programu (bez vlastnickeho prava nejakej firmy)

Herceptin® vs. trastumzumab



Nazvoslovie terapeutickych mADb

V doésledku vysoke) Specificity a teda individualnosti terapeutickych mAb je aj ich
pomenovanie jedine€né

Pravidla INN

1. Prefix
2. Séria subsystemov (cielova trieda antigenov+organizmus od ktorého bol mAb

odovodeny)
3. Suffix

Prefix-SubstemA-SubstemB-suffix



Nazvoslovie terapeutickych mADb

V doésledku vysoke) Specificity a teda individualnosti terapeutickych mAb je aj ich
pomenovanie jedine€né

Prefix-SubstemA-SubstemB-suffix.

Prefix SubstemA SubstemB suffix
-b(a)- -U-
bakterialny ludsky
JedineCny -c(i)- -XI- mab

indikator kardiovaskularny chimérny
-tox(a)- -XizU-

toxin chimérny

humanizovany




Zoznam terapeutickych mAbs



Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodné Systémové | Cielova lzotyp Schvalenle Terapeuticka indikacia podla
meno oznacenie | molekula FDA

Orthoclone®K3® muromonab MysSacia IgG2a 1986 Odmietnutie transplantatu

-CD3
abciximab GPllb/llla  Chimérny Fab 1994 Viysoko rizikova angioplastika

Zenapax® daclizumab  CD25 Humanizované 1997 Odmietnutie transplantatu
IgG1

Herceptin® trastuzumab HER-2 Humanizované 1998 Rakovina prsnika, metastazujuca
IgGlk rakovina zaludka, gastralny

adenokarcinom
Remicade® infliximab TNF-a Chimeérneé IgG1k 1998 Crohnova choroba, ulcerativna

kolika, reumaticka artiritida,
psoriaticka artritida
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Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodné Systémove | Cielova lzotyp Schvalenie Terapeuticka indikacia podla
meno oznacenie | molekula FDA FDA

Simulect® basiliximab CD25 Chimérné 1998 Odmietnutie transplantatu
lgGlk
Synagis® palivizumab RSV F  Humanizovany 1998 Respiracny syncycyalny virus
protein lgGlk
@cigleig@r - alemtuzumab  CD52  Humanizovany 2001 Chronicka lymfoticka leukémia
lgGlk
Humira® adalimumab  TNF-a Humanizovany 2002 Reumaticka artritida, psoriaticka
lgG1lk artritida, Crohnova choroba
Zevalin® ibritumomab CD20 Mpysacia IlgG1k 2002 Non-Hodgkinov lymfom

tiuxetan
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Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodné | Systemove
meno oznacenie

Cielova
molekul

|lzotyp

Schvélenie
FDA

Terapeuticka indikacia podla
FDA

Bexxar® tositumomab
16d-131
tositumomab

Xolair® omalizumab

bevacizumab

Erbitux® cetuximab
Tysabri® natalizumab

VEGF

EGFR

VLA-4

mysacia
lgG2ai

Humanizovany
IgGlk
Humanizovany
IgG1lk

chimérny
IgG1lk
Humanizovany
lgG4x

2003

2003

2003

2004

2004

Non-Hodgkinov lymfom

Astma

Metastazujuca kolorektalna rakovina,
rakovina pluc, metastazujuca rakovina
prsnika, renalny karcinbm
Kolorektalna rakovina, karcinbmy hlavy a
krku
Opakujuca sa skler6za multiplex,
Crohnova choroba
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Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodneé | Systéemove Cielova lzotyp Schvalenie Terapeuticka indikacia podla
meno oznacenie | molekula FDA FDA

Clesnis@ ranibizumab VEGF-A  Humanizovany
lgGlk
Soliris® eculizumab Kompleme Humanizovany
nt C5 lgG2k
@@ certolizumab TNF-a  Humanizovany
pegol Fab IgG1k
Apdsiee @ ofatumumab CD20 ludsky IgG1k
llaris® canakinumab IL-13 ludsky IgG1x

2006

2007

2008

2009
2009

Degeneracia makuly a makularne
edemy
Hemoglobinuria

Crohnova choroba, reumaticka artritida
Chronicka lymfaticka leukémia
Kryopyrin asociované periodické

syndromy (chladom indukovana
zapalova reakcia)
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Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodné |Systémové | Cielova lzotyp Schvaleni Terapeuticka indikacia podla
meno oznacenie | molekula e FDA FDA

golimumab  TNF-a  Ludsky IgGlx 2009 Reumaticka artritida, psoriaticka artritida
Skl @ ustekinuma  IL-12, IL-  Ludsky IgG1k 2009 Plakova psoriaza

b 23
Aecniel@ 0 tocilizumab IL-6 Humanizovany 2010 Reumaticka artritida
lgGlk
Prolia® denosumab RANKL Ludsky lgG2«k 2010 Post-menopauzalna osteoporéza
Xgeva®
belimumab  BlysS  Ludsky IgG1r 2011 Lupus

ipilimumab  CTLA-4 Ludsky IgGlk 2011 Melaném
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Zoznam terapeutickych mAbs

Obchodne| Systemové | Cielova lzotyp Schvalenie Terapeuticka indikacia podla
meno oznacenie |molekula FDA FDA

Aol @ brentuximab CD30 Chiméra 2011 Hodgkin lymfom
lgG1lx ADC
Perjeta® pertuzumab HER2 Humanizované 2012 HER2+ metastaticka rakovina prsnika
1gG1k
Vool raxibacumab PA B. Ludsky IgG1A 2012 Antrax
ab® anthracis
€rrAn @ obinutuzumab  CD20 Humanizovane 2013 Chronicka lymfaticka leukémia
IgG1l
Kadcyla® ado- HER2 Humanizovaneé 2013 HER2+ metastaticka rakovina prsnika
trastuzumab IgG1 ADC

emtansine
/gl ramucirumab VEGFR2  Ludsky 1gG1 2014 Rakovina zaludka
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Cluster of differentiation

Glycoprotein Ilb/lla

Human epidermal growth factor receptor 2

Tumor necrosis factor

F protein of respiratory syncytial virus

Immunoglobulin E

Vascular endothelial growth factor

Epidermal growth factor receptor

Very late antigen

Interleukin

Receptor activator of nuclear factor kappa-B
ligand

B-lymphocyte stimulator

Protective antigen of Bacillus anthracis

Cytotoxic-lymphocyte antigen

Vascular endothelial growth factor receptor 2
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Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB



Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB

O Celosvetovo rakovina prsnika - 1 milion zien, 40% morbidita v désledku ochorenia

O Progresia rakoviny prsnika je zadelena do 5 stupniov v zavislosti od velkosti tumoru, zahrnutia
lymfatickych uzlin a rozSirenia rakovinovych buniek do ostatnych organov

O Stupen 0-2 su oznaCované ako skoré fazy, 3 — lokalne pokrocCilé, 4 pokrocily stupen (MBC
metastatic breast cancer)

QU 20-30% dochadza k nadmiernej produkcii povrchového receptora HER-2 (z ang. Human
epidermal growth factor receptor 2). Nadmierna produkcia HER-2 je spojena s agresivhym
spravanim tumoru. Pritomnost HER-2 sa urCuje pomocou imunohistochémie, DNA technologii
FISH (z ang. fluorescence in-situ hybridisation)

O Herceptin® (Trastuzumab; Genentech/Roche) je humanizovana anti-HER?2 protilatka typu IgG1



Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB

O Herceptin® (Trastuzumab; Genentech/Roche) je produkovany v CHO bunkach
O Trastuzumab je 95% fudského a 5% mysSacieho povodu

O Trastuzumab je produkovany v CHO bunkach po transfekcii plazmidom obsahujucim lahky a
tazky retazec

O Protinadorovy efekt trastuzumabu je dosiahnuty rekrutovanim a infiltraciou leukocytov a NK
buniek do nadorovych buniek

OV kombinacii s chemoterapiou trastuzumab inhibuje anti-apoptoticky efekt HER-2, a tym
dochadza k spusteniu apoptotického procesu

O Trastuzumab znizuje fosforylaciu a signalizaciu HER-2, internalizaciu z membrany, inhibiciu
konstitutivneho Stiepenia metaloproteinazami a zabranenie dimerizacii



Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB

O Trastuzumab bol schvaleny FDA v 1998, EMA v roku 2000 pre HER2+ MBC indikaciu

O Licencia bola udelen& na zaklade testovania trastuzumab:
« ako druhaltretia linia terapie (pozri referenciu: Cobleigh a kol. 1999)
« ako prva linia terapie trastuzumab+chemoterapia, Studia H0648g

2006 bola lieCba pomocou trastuzumab schvalena aj pre HER2+ skory stupen rakoviny prsnika
(EBC z ang. early breast cancer)



Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB

Q Uginnost a bezpeénost trastuzumabu (4 mg/kg uvadzacia davka a nasledne tyzdenna davka
2mg/kg telesnej hmostnosti) bola testovana v multi-centrickej otvorenej v jednovetvovej studii u
222 HER-2+ MBC zien s progresiou po absolvovanych 1 az 2 chemoterapickych rezimoch. U
68% pacientiek bola predtym podavana viacnasobnad chemoterapia: 94% pacientkam bola
podavana antracyklinova lie€ba, 67% pacientkam boli podané taxany. V ,intent-to-treat” popul&cii
(podfa pévodného zaclenenia) bola v 8 pripadoch dosiahnutd kompletna a v 26 pripadoch bola
dosiahnuta CiastoCna odozva. Stredna hodnota prezitia bola s trastuzumabom vyrazne vysSia (9
mesiacov) ako u vyhradne chemoterapickom rezime/rezimoch (5,2 mesiacov).

O Trastuzumab mono- alebo kombinovana terapia je vo vSeobecnosti dobre znaSana. Medzi
vedlajSie UCinky patria problematické reakcie spojené s infuziou a srdcové prihody

O Srdcové prihody su asociované s predchadzajucou lieCbou antracyklinom, pricom dochadza k
zhorSeniu kardiotoxickych vlastnosti antracyklinov



Priklady terapeutickych mAbs — HERCEPTIN®
TRASTUZUMAB

Trastuzumab lahky retazec:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWY QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY

PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

Trastuzumab tazky retazec:

EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFT
ISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMARB



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

O Adalimumab (Humira; Abbott Laboratories, Abott Park IL, USA) je prva plne humanne
rekombinantna protilatka typu IgGl:k konstantné regiony, Adalimumab je neodliSitefny od
ludského IgG1 a ma polcas odburavania 2 tyzdne

O Inhibicia tumor nekrozneho faktora alfa: TNFa
« Ostatné predchadzajuce anti-TNF obsahovali sekvencie z mySacich protilatok, a teda aj
zvySeny potencial tvorby imunitnej odpovede, a tym spdsobené obmedzenie pre dlhodobé
uzivanie
« ADALIMUMAB je mozné podavanie +/- imunosupresivum methotrexat na potlacenie
potencialnej imunogenicity preparatu pri dlhodobom pouzivani



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

Q Protilatka bola zostrojena pomocou fagoveho displeja

» selekcia z repertoara fagov s roznymi VH a VL doménami na povrchu a nasledna selekcia na
viazanie fudského TNF

« Na pociatku sa vychadzalo z mySacej anti-human TNF protilatky
« MysSacie VH a VL boli osobitne parované s repertoarom obsahujucim ludské sekvencie
» Po selekcii boli ziskané VH a VL sparovane, ¢im vznikla rydzo humanna protilatka

O Adalimumab je produkovany v CHO bunkach po transfekcii plazmidom obsahujucim fahky a tazky
retazec



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB pdb id: 1TNF

Cielfova molekula: TNFa

O TNF je protein produkovany v tele ako ochrana proti
infekciam a poraneniam, proti zapalom

O TNF ako cytokinin interaguje s endoteliovymi
bunkami (EC), fibroblastami (Fib), lymfocytmi (Ly),
dendrickymi  bunkami (DC) ako aj dalSimi
komponentmi imunitného systému, ktore su
sucCastou kaskady odpovedajlucej na poranenia

O TNF zahajuje akumulaciu zapalovych buniek,
aktivuje adhézne molekuly endoteliovych buniek a
zahajuje syntézu interleukinov 1, 6.

)

O 157 aminokyselin, 17,35 kDa podjednotka
O Kvartérna Struktura: trimér

Q Jelly-roll (roladova) truktara 287



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

O Chronicky zvySena hladina TNF sa poklada za patogénny komponent chordb: reumaticka artritida
(RA), psorioza, Crohnova choroba.

O Podporné udaje o kauzalnosti TNF
« Vysoké koncentracie TNF v kibovom maze u pacientov s RA diagndzou
« V zvieracich RA modeloch pritomnost TNF urychfuje chorobu

 V zvieracich RA modeloch podanie anti-TNF spomaluje chorobu

d Adalimumab sa viaze na rozpustny TNF s afinitou 10-1° mol/dm3

O Adalimumab neutralizuje aj membranovu formu TNF
O Viazanie adalimumab na TNF zabranuje interakcii s TNF-RI/Il povrchovymi receptormi

O Adalimumab neutralizuje TNF pro-zapalové aktivity a adalimumab sa neviaze a nie je schopny
iInaktivacie lymfotoxinu (TNF-f3)



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®

STIMUL

NF

Makrofagy
(Mak.)

PO®E

ADALIMUMAB

TNF

IL-1+1L-6
GM-CSF . enzymy
/ matrixové
metaloproteazy
Chemokininy @ - + efektorove
Reaktivne kyslikové molekuly

el A A

a.l. efektory
DESTRUKCIA
KLBU

Endoteliové bunky (EC), fibroblasty (Fib), lymfocyty (Ly), dendrické bunky (DC)



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

4 Vplyv adalimumab na pacientov s RA

O Klinicka studia faza 1., jedna davka, placebo kontrolovana Studia (pozri referenciu: den Broeder a kol.
2002)

0,5, 1, 3, 5a 10 mg/kg adalimumab alebo placebo

O Evaluacia po 1 tyzdni
» U vSetkych davok bol pozorovany pokles hladiny C-reaktivheho proteinu CRP a rychlost
sedimentacie erytrocytov ESR
* Pokles IL-6, IL-1 receptor antagonist, IL-13 mMRNA pokles
« Hladina metaloproteaz klesla (MMP-1 a-3) poCas doby 6 mesiacov

O Adalimumab vykazuje linearnu farmakokinetiku (nezavisla od davkovania)
* 40 mg jedna davka podkozna aplikacia
* 64% biologicka dostupnost’ (ekvivalencia)
« Maximalna koncentracia 4,7+1,6 ug/ml sa dosiahne za 131 + 56 hodin



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

O Analyza bezpecnosti zahffa viac ako 10° PY (z ang. patient-years), kedze ide o dlhodobé
uzivanie lieku

U Bezpecnost: menej ako 10% pacientov vykazovalo vedlajsie ucinky, hlavnym vedlajSim ucCinkom
je nebezpecenstvo zavaznych infekcii ako napr. tuberkul6zy, oportunistickych infekcii, sklerozy,
autoimunitnych ochoreni, zhubnych ochoreni



Priklady terapeutickych mAbs — HUMIRA®
ADALIMUMAB

Adalimumab lahky retazec:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

Adalimumab tazky retazec:

EVOQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGR
FTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK



Vysvetlenie niektorych pojmov

Q Interleukiny su skupinou patriacou medzi cytokiny (sekretované proteiny, signalne molekuly)
* Produkované leukocytmi
« U cCloveka ca. 50 typov IL
 Rozdelenie medzi 4 hlavné skupiny: IL1-podobné cytokiny, helikalne cytokiny 1. triedy
(IL4-podobné,IL6/12-podobné), helikalne cytokiny 2. triedy (IL10-like and IL28-like) a IL17-
podobné cytokiny.
« 15-25% sekvencna podobnost medzi roznymi IL

O Chemokiny su skupinou chemotaktickych cytokinov (sekretované proteiny, signalne molekuly)
« S0 chemoatraktanty, rekrutuju leukocyty, monocyty, neutrofily
« Uloha pri angiogenéze, zapalové procesy
« 8-10 kDa, obsahuju 4 cysteiny v konzervovanej oblasti
« 2 skupiny: homeostatické a zapalové, 4 podrodiny CXC, CC, CX3C, XC

0 MMPs su matrixové metaloproteazy, ktoré Stiepia kolagénoveé viakna (1, I, Ill) a podielaju sa na
rozklade extracelularneho matrixu napriklad pri remodelacii tkaniv, poCas embryogenézy.
Mechanické posobenie zvySuje produkciu MMPs.



Vysvetlenie niektorych pojmov

O Reaktivne kyslikové formy su reaktivne zlu€eniny obsahujuce kyslik. Typické priklady su peroxid,
superoxid, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik

O Osteoklast je multinuklearna (~5 jadier) kostna bunka, ktora produkuje kolagenazu a acidifikuje
prostredie ¢im rozklada kostove tkanivo. Tymto sp6sobom sa reguluje hladina vapnika v krvi. Je
velka 150-200 um. Vo vnutri osteoklastu sa nachadzaju vakuoly s kyslou fosfatazou. Pre
osteoklastgenézu je potrebna pritomnost RANKL. Specidlny typ osteoklastu je odontklast, o je
bunka, ktord absorbuje korene mlieCnych zubov.

O Chondrocyt je zakladna bunka chrupavky
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