Ellenanyag alapu biologial

therapiak 2.
Monoklonalis antitestek 1.

Gyogyszereszeti Biotechnologia
2010.11. 24.



" S
Monoklonalis antitestek, mint
terapias anyagok fejlesztése

H »W D=

Tulajdonsagai miatt IgG molekulakat hasznalnak a terapiaban.
*Hosszu biologiai féléletido (~21 nap)
*ADCC, CDC Kkivaltasara is alkalmas



A monoklonalis antitestekkel torténo elso terapias
probalkozasokkor ragcsalo antitesteket hasznaltak.

Az elso0 emberben hasznalt antitest az OKT3 (anti-
CD3) volt.

A kezelés hatasos volt szamos esetben, ismételt

alkalmazaskor azonban sulyos immunreakciok leptek
fel.

PROBLEMA: HAMA (human anti-mouse-antibodies)

Noha konzervalt az Ig-ok konstans része, mégis szamos Kiillonbség van az
emberi és a ragcsalo Ig-k kozott.

HAMA-t 8-12 nappal a Kkezelés utan tudnak Kimutatni, a
csucskoncentracio 25-30 nap utan van.



A Kkivalasztott ragcsalo monoklonalis antitest Fv
régiojat kodolo géneket hozzakapcsoljak egy human
antitest Fc részet kodolo génjeihez.

A Kkiméra antitestek kb. 75%-a human.

Az antigén specificitasa megegyezik az eredeti
ragcsalo antitestével azonosak.

Az in vivo féléletideje és az effektor funkcioi az
eredeti human antitestével azonosak.

PROBLEMA: HACA (human anti-chimeric-antibodies)

Kevésbé immunogének, de még mindig szignifikans antitest valaszt
valtanak Ki.



Ha a  Kkivalasztott ragcsalo  monoklonalis
antitestjének csupan a CDR részeit ultetik at egy
human antitestbe humanizalt antitesteket kapnak.

A humanizalt antitestek > 90%-a human.

Az antigén specificitasa megegyezik az eredeti
ragcsalo antitestével azonosak.

Az in vivo feléletideje és az effektor funkcioi az
eredeti human antitestével azonosak.

Mar tobb humanizalt antitest is kaphato a kereskedelemben, a
humanizalt antitestek immunogenitasa azonban még nem teljesen
ismert.



A végso cél, hogy a terapiaban teljesen
@ biokompatibilis monoklonalis antitesteket
| hasznaljanak.

Human B-sejt hibridomak eloallitasa szamos
akadalyba utkozik.

Pl. az antigének gyakran ,,ssajat” proteinek, amelyeket
felismero B-sejtek kiszelektalodnak.

A kovetkezo két modszerrel azonban lehetséges
human monoklonalis antitestek eloallitasa:
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Phage display

Nehéz lanc

1) Vg (~65), D, (27) és Jy (6) gének amplifikacioja PCR-ral
2) Ligacio (~10.000 féle variacio)

Fag genomba klonozas

\ Bakteriofag kapszid fehérje

Segitségével expresszalodik a mini
antitest a bakteriofag felszinén

Linker

lehetové teszi a konnyt
és nehéz lanc CDR-ek

megfelelo orientaciojat 2) Ligacié (~ 200 féle variacio)
1) Vk (~40) és Jx (5) gének amplifikacioja PCR-ral

Konnyi lanc
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ScFv

Single chain variable fragments

Egyetlen lancu variabilis fragmentumok

Nehéz lanc variabilis o
fragmentum ————— A

«—— Linker

7 TT— Konnyii lanc

variabilis fragmentum

Ez a ,,mini antitest”
egyetlen polipeptidlancba kapcsolva is
képes az antigen kotésre.
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ScFv-fag konyvtar tesztelése

Ujra szelektalas

/\

o > Szelektalas a Legjobb fagok
cél antigénen kivalasztasa

Human antitest
(H és L lancok)
rekonstrukcidja
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Genetikailag modositott egerek

Gén t £ Az egér nehéz és k konnyu lancat kodolo
N en transzier géneket kiiitik a genombol.

R

/

\

|
| (HuMab mice)
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human antitest egér

{\ Human Ig nehéz lanc és k konnyi lanc géneket tartalmazo géneket

\
P visznek at az egérbe.
~ 2 Ezek a human DNS szakaszok teljesen funkcioképesek az egérben.
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Transz-kromoszomalis egér

A 21 kromoszomaparja mellett az ilyen egér
minden sejtje meég egy ,human mini-
kromoszomat” is tartlamaz,

melyet a human 14-es (nehéz lanc) és 2-es
(x konnyu lanc) kromoszomakbol alakitottak

Ki.

A mini kromoszoma hordozza a teljes germ line nehéz és k
konnyit lanc gén klasztereket.

Az egerek segitsegével szinte tokéletesen lehet utanozni az
emberi antitest valaszt egerekben.
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Nevezéktan

A  monoklonalis  antitestek  generikus  elnevezésére
nemzetkozileg elfogadott ajanlasok:

1. A —mab végzodeést kell alkalmazni a monoklonalis
antitesteknél és a fragmentumoknal

2. Az antitest forrasat jelolni kell a névben:

e a  =patkany
e ¢ = horcsog
1 = f6emlds
* 0 = eger

* u  =human
e xi =kiméra

e 7u = humanizalt



" J
3. A cél betegségcsoportra utalo szotagot is tartalmaznia kell a
generikus elnevezésnek

«  vir- = viralis betegségek
 -bac- = bakterialis fertdzések
e -lim- = immunmodulator
e -les- = infekcios leziok

e -col- = colon tumorok

s -mel- = melanoma

* -mar-= mamma tumorok
e -got- = testis tumorok

* -gov- = ovarialis tumorok
 -pr(o)-= prosztata tumorok
* -tum- = egyeb tumorok

s -cir- = cardiovascularis betegségek
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4. Egy hatarozott, megfelelo elotagot kell valasztani, hogy
egyedi nevet kapjon a monoklonalis antitest.

5. A név Kkiillonbozo kulcs elemeinek sorrendje kotott:
1) Egyedi elotag
2) Betegségcsoportra utalo szotag
3) Antitest forrasara utalas
4) -mab végzodés

6. Ha a termékhez konjugalva van valamilyen kémiai vagy
radioaktiv anyag, egy masodik szo hozzaillesztésével
utalnak erre a generikus elnevezésben.

(US Adopted Name (USAN) Tanacs ajanlasa)
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Keszitmenyek eloallitasa

A kereskedelemben kaphato monoklonalis antitest készitményeket emlos
sejtekben termelik.

 ragcsalo antitestek - kozvetleniil az eredeti hibridomabal

 kKiméra ) . . , , ,
a rekombinans geéneket vissza Kkell juttatni
* humanizalt » - emlés sejtekbe a megfelelo folding és

glikozilacio eléréséhez

« fag display

Az alternativ eloallitasi lehetoségekkel még nincs sok tapasztalat
e élesztoben
* bakterialis kultaraban

* novényekben
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Cost / benefit

Monoklonalis antitest termelés emlos sejtkulturaban
nagyon darga.

AKkKor gazdasagos, ha -n¢l tobbet tud
eloallitani.

Altalaban a Kkezelés (pl. tumoros betegeknél)
ismételten tobb szaz mg antitest beadasat igényli.

Bar hatasos, ez nagyon megnoveli a kezelés koltségeit.

Olyan transzgenikus allatok (tehén, kecske) eloallitasa
oldhatja meg ezt a problémat, melyeknek pl. tejiikbol
tudjuk Kinyerni a monoklonalis antitesteket.
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Diagnosztikus monoklonalis antitestek

Generikus név Gyari név Indikacio

Technécium-99m- Metasztatikus kolorektalis
. CEA-scan o
acitumomab karcindma

Imicromab

penetrate MyoScint Myocardialis infarktus

Satumomab

. OncoScint CR/OV | Colorectalis és ovarialis rak
pendetide

Capromab ProstataScint Prostata adenokarcinoma

Nofetumomab Verluma Kissejtes tiidérak
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meraplas monoklonalis antitestek

Termék neve Specificitasa Tipusa Alkalmazasi teriilet Ev

Orthoclone OKT3 CD3 egér Transzplantatum rejekcio 1986
ReoPro Gpllb/gplla kiméra Fab Kardiovaszkularis betegségek 1994
l?liltll;()atlllllem) CD20 Kiméra Non-Hodgkin lyn;ft}}llzﬁliz’ rheumatoid 1997
Zenapax CD25 humanizalt Transzplantatum rejekcio 1997
Remicade TNFa kiméra Crohn betegség, rheumatoid arthritis 1998
Simulect CD25 kiméra Transzplantatum rejekcio 1998
Synagis RSV humanizalt Respiratorikus synctitium virusfertozés 1998
Herceptin Her-2 humanizalt Metasztatikus emldrak 1998
Mylotarg CD33 humanizalt Akut myeloid leukémia (AML) 2000
Campath CD52 huamnizalt | D Seites kronikus hg‘{ff leukemia (B- 2001
Zevalin CD20 eger B sejtes non-Hodgkin-lymphoma 2002
Erbitux EGFR kiméra Colorectalis "tiﬁ;‘;nlzs)(EGFm 2004
Avastin VEGF humanizalt Colorectalis carcinoma 2004
Tysabri o4p1/7 integrin | humanizalt Sclerosis multiplex 2004




FO betegségcsoportok

m [mmunoldgial (autoimmun,
iImmunszuppresszio)

m [umorok



"
Immunszupresszio szervtranszplatacio utan

m OKT-3 (anti-CD3) T-sejt depletalo hatas

m daclizumab (Zenapax):

Eger myeloma sejtvonalban el6allitott, humanizalt IgG1
monoklonalis antitest

IL-2 receptor alfa alegyseg (CD25):
m Nagy affinitasu receptor, aktivalt T-sejteken

Cellularis immmunvalasz gatlas

m basiliximab (Simulect)
Eger myeloma sejtvonalban elballitott kiméra antitest

CD25



Autoimmun, gyulladasos betegsegek
kezelése - TNFa blokkolok

m adalimumab (Humira)

CHO sejtvonalban el6allitott human
monoklonalis antitest
TNF-hez kotodik és gatolja a p55 es p75 TNF
receptorokhoz valo kotodeést
Terapias javallatok:

m RA, polyartikularis juvenilis idiopathias arthritis,

arthritis psoriatica, spondylitis ankylopoetica,
Crohn-betegség, Psoriasis
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Autoimmun, gyulladasos betegsegek
kezelése - TNFa blokkoldk

m infliximab (Remicade)
EmIGs sejtvonalban elGallitott, kiméra antitest
TNF-alfa szolubilis €s membrankotott formaja

Terapias javallatok:
s RA, polyartikularis juvenilis idiopathias arthritis, arthritis
psoriatica, spondylitis ankylopoetica, Crohn-betegseég, Colitis
ulcerosa, Psoriasis



Autoimmun, gyulladasos betegsegek
kezelése - TNFa blokkolok

m Etanercept (Enbrel)

TNFR2 és IgG1 hehézlanc fuzios
fehérje.

A természetesen is el6forduld
szolubilis TNFR-k hatasat
utanozza.




TNFao blokkolok mellekhatasal

m [BC iranti fogekonysagot novell

m Antifoszfolipid szindroma-szeri tunetek
m Szivelégtelenseget rontja

m Bakterialis fertozesek esélyét novell

m Malignus tumorok szama no (?)
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Autoimmun, gyulladasos betegsegek
kezelése

m efalizumab (Raptiva)
CHO, humanizalt

Leukocita funkcionalis antigen 1 (LFA-1)
m LFA-1 ICAM-1 interakcio gatlasa

Psoriasis
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Autoimmun, gyulladasos betegsegek
kezelése

m rituximab (Mabthera)
CHO sejtvonalban eloallitott, kiméra
CD20
B-sejt deplécio
xn CDC

s ADCC
m Apoptodzis indukcio CD20-on keresztul

m Terapias javallat: RA + NHL
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Rheumatoid arthritis - “biologiai
therapiak”

m Anti-TNF (Humira, Remicade, Enbrel)

m Rekombinans IL-1R antagonista (Anakinra)
m Anti-CD20 (Rituximab)
m |g-CTLA-4 fuzids feherje (Abatacept)

A hagyomanyos szerekkel kombinalva illetve azok
kKivaltasara.



Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: EGFR

m Epidermalis novekedesi faktor receptor
Transzmembrab glikoprotein, |-es tipusu
tirozin kinaz
EGFR (HER1, c-Erb-B-1), HER2, HERS,
HER4

Sejtproliferacié a ham eredetl szovetekben
Fokozott expresszio szamos daganatban
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Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: EGFR

m panitumumab (Vectibix)
CHO sejtvonalban elballitott, human antitest
EGFR (HER1)

Gatolja az osszes ligand altal kivaltott receptor
autofoszforilaciot

Receptor-antitest komplex internalizacidja
Apoptozis indukcio, VEGF, IL-8 termelés csokkenés
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Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: panitumumab

m [erapias javallat (monoterapias):

Attétes kolorektalis karcindma, ha vad tipusu
KRas-t expresszal

ES
A korabban alkalmazott kemoterapias
protokollok sikertelenek voltak



Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: EGFR

m cetuximab (Erbitux)
SP2/0 sejtvonalban elballitott, kiméra
EGFR (HER1)

Panitumumab-al lenyegeben megegyezo
hatasmechanizmus és indikacio

+ADCC



Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmenyek

m trastuzumab (Herceptin)
CHO sejtvonalban el6allitott, humanizalt

2-es tipusu epidermalis novekedesi faktor receptor
(HER2)

Primer eml6karcindma 20-30%-a fokozott expresszio

HERZ2 extracellularis domeén levalhat a sejtfelszinrdl
(p105), szérumbol kimutathato

Fokozott HER2 expresszio igazolasa: ICH, FISH,
CISH, (real-time PCR)

ADCC
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Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: trastuzumab

m Terapias javallatok:

Metasztatikus emldkarcinoma:

= Monoterapia
Korabban mar 2 kemoterapias ciklust kapott

s Kombinacidban
Taxanokkal kombinalva
Aromataz inhibitorral kombinalva

Korai emlokarcindma
m MUtét, kemoterapia, sugarkezelées utan
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Trastuzumab / Herceptin

Rekombinans humanizalt monoklonalis
antitest, amely nagy affinitassal kotodik a
HER2 receptor extracellularis
doménjéhez.

A rekombinans antitestet ugy allitottak elo,
hogy a ragcsalo muMADb 4DS antitest
CDR-it egy human IgG1 antitestbe tiltették
at.

metasztatikus emlo karcinoma, amely
overexpresszalja a HER2 onkogént.

in vivo és in vitro citosztatikus és citoxikus szamos
HERZ2-t overexpresszalo tumor sejtvonalon.

ADCC
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4 mg/ttkg telito dozis, majd

hetente 2 mg/ttkg fenntarto dozisok.
Atlagos féléletideje 5,8 nap.

16-32 hétig adagolva ezzel a sémaval 79-123 ug/ml atlagos
szérumszinti steady state allapotot lehet elérni.

« kombinacioban kemoterapiaval (469 beteg)

pacitaxel vagy antracyclin, cyclophosphamid kombinacioval

79% vs 68% 1 éves tulélés

* monoterapiaban (222 beteg)

HER2-t overexpresszal0 metasztatikus emlorakos betegek, akik
relapsusba keriiltek 1-2 kemotherapias kura utan

14%-ban volt teljes vagy részleges hatas



sulyos hiperszenzitiv reakcio
eanafilaxia
leggyakrabban az elso infuzio soran.

Megelozés:  premedikacio  antihisztaminokkal  és/vagy
kortikoszteroidokkal.

Egyéb mellékhatasok:
e dyspnoe
* non-cardiogen pulmonaris oedema
e acut respiratory dystress syndroma

« sulyos infuzios reakciok.



" J
Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmenyek: VEGF

m bevacizumab (Avastin)
CHO sejtvonalban eléallitott, humanizalt

Vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF)
angiogenezis f0 stimulatora

Az antitest a VEGF-hez kotddik, gatolja a VEGFR-1 és VEGFR-
2-h0oz valo kotddést az endothel sejtek felszinén

Tumor érrendszer normalizacidja, angiogenezis gatlasa
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Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmények: bevacizumab

m Terapias javallatok (kombinacioban):
Metasztatikus vastagbél, és vegbel karcinoma
Metasztatikus emlokarcinbma
Nem kissejtes tudokarcindoma
Vesekarcinoma
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Daganatos betegsegekben alkalmazott
ellenanyag készitmenyek

m rituximab (Mabthera)
NHL

m alemtuzumab (Mabcampath)
B-CLL
CD52
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Abciximab / Reopro

Fab fragmentuma a 7E3 human/ragcsalo kimera monoklonalis
antitestnek.

ragcsalo 7E3 1gG kiméra 7E3 IgG kiméra 7E3 Fab
abciximab
ReoPro

<«—— ragcsalo

<— human




A thrombocitak GPIIb/IlIa receptorahoz kotodik.

Ez egy az integrinek csaladjaba tartozo adhézios molekula,
melynek nagy szerepe van a TCT-k aggragaciojaban.

Abciximab meggatolja a fibrinogénnek, a von Willenbrand
faktornak és mas adhézios molekulaknak az aktivalt TCT-k
felszinén talalhato GPIIb/Illa receptrohoz.

Megelozi a kardialis ischaemias komplikaciokat a percutan
coronaria intervencio soran. (EPIC, EPILOG, EPISTENT
study-k)

Konvencionalis terapiara nem reagalo instabil angina
pectoris kezelése (CAPTURE study)
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Fertozessel szembeni védelem

m palivizumab (Synagis)
Humanizalt
RSV A és B altipus
A célsejttel torténd fuzioert felelds fehérje ellen

Terapias javallatok:

s RSV jarvany kezdetén a 35.-ik gesztacios héeten vagy
korabban szuletett, 6 honapnal fiatalabb csecsemdknek

m 2 évesnél fiatalabb gyermekeknek, akik az utébbi hat
honapon belul bronchopulmonalis dysplasia miatt kezelést
igényeltek.

m 2 évesnél fiatalabb, haemodinamikailag jelent6s veleszuletett
szivbetegségben szenvedd gyermekeknek.
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Klinikai vizsgalatok

m Monoklonalis antitestek:
1500 folyamatban lévd vizsgalat
m TNF-gatlas:
500 folyamatban lévl vizsgalat
m Sejt alapu terapiak (beleértve az 6ssejt es
tissue engineering technikakat)
10000-nel tobb folyamatban levo vizsgalat

Forras: www.clinicaltrials.gov



