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Az immunglobulinok szerkezete
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%N//V
ﬁ{;

o Cy3
C = Konstans domén
Fc< ol B V = Variabilis domén
C,3 Ir.gf C,3 H= I\{ehez”la[\c
. L = Kénnyi lanc
% -
“00C coo

Immunglobulin = Plazmasejt altal
termelt antigén-felismerd fehérje.
Két konnyld és két nehéz lanc
alkotja.

Konnyd lanc: k vagy A

Nehéz lanc: a, vy, 6, € vagy u
Izotipus: nehéz lanc tipusa alapjan:
IgA, 18G, IgD, IgE, vagy IgM

Idiotipus: az antigén-koté helyre
utal

Antigén az antitest vonatkozasaban:
az a struktura (pl. egy korokozd
felszini fehérjéje), amit az antitest
felismer.

Epitop (antigén determinans): Az
antigén azon konkrét szakasza, amit
az antitest felismer. (kisebb rész az
antigénen bell)



Az immunglobulin osztalyok
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Az antigén és az epitopok kozott
kilonbség

Antigén-koto

helyek

al Ia

Epitopok: Az antigén
kiilonb6z6 részei

Antigén: egy
bakterialis
sejtfelszini

fehérje

,,B” antitest

Az antigén az ,A” és a ,B”
antitest vonatkozasaban
megegyezik (ugyanaz a
bakteridlis fehérje), de annak
eltér6 részeit (epitdpjait)
ismerik fel.



Az epitopok fajtai

Konformacios
determinans

Linearis SI Neoantigén determindans

determinan (proteolizissel keletkezik)
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Denaturacio utan ) Az epitdp a hasitasi
nem felismerhetd az antitest helyhez kézel van




A kapocs régio szerepe
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Poliklonalis antitestek
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Mono- és poliklonalis antitestek

0sszehasonlitasa

Poliklonalis anti-,,A” antitest

Poliklonalis:

Kiilonb6z6 B-sejt klonok termékei

Egy adott antigén eltéré epitdpjait
ismerik fel

A specificitasuk és affinitasuk kiilonb6z6
(Tobb monoklondlis ellenanyag
keverékeként foghato fel)
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,You wanna play a little game?”

Monoklonalis anti-,,A” antitest

Monoklonalis:

e Egyetlen B-sejt klon terméke

e Egy adott antigén meghatarozott
epitdpjat ismeri fel

e A specificitas és affinitas allandé



Immunizalas

* Immunizalas: EIS szervezet beoltdsa egy szamara idegen antigénnel azzal a céllal,
hogy az antigénnel szembeni immunvalaszt és antitest termelést valtsunk ki.

* Fert6zések megel6zése céljabodl végzett immunizalads = Véddboltas (lasd kés6bb)
* Poliklonalis antitestek el6allitasa:
— Allat immunizélasa az antigénnel

— Az immunvalasz létrejottét kovetben az allat vérszérumabdl kinyerhetd az
antigén ellen termelt poliklonalis antitest!!

* Probléma: monoklonalis antitestek a vérszérumbdl nem nyerhet6k
* Megoldas: hibriddma-technika (lasd kés6ébb)
Pl.: poliklonalis anti-A nyul I1gG

., ] — ‘ J': | — ﬁr %
1. ,A” antigén V 3 *
beoltdsa g
: 2. Vérszérum, benne 3. Antitestek
M poliklonalis antitestek kinyerése, tisztitasa



Beoltas

A megfelel§ allatok kivalasztasa fontos, a f6bb szempontok:[2]
— Mennyi antitestre van sziikség?
— Milyen kénnyen lehet az allattdl szérumot nyerni?
— Mennyire fajidegen az adott allatban a beoltando antigén?
— Mire akarjuk felhasznalni a termelt antitestet?

Poliklondlis antitest termeléshez &altaldban nyulat, kecskét, birkat vagy csirkét

hasznalnak, monoklonadlis antitest el6allitasahoz pedig egeret vagy patkanyt. (lasd
kés6bb)

A beoltandd antigén tulajdonsagai is sokat szamitanak:

— Tisztasag: szennyez6dés esetén a szennyezd anyag ellen is termel6dhetnek
antitestek

— Milyen formaban juttatjuk be az antigént: egész sejteket adunk be, nativ, vagy
modositott fehérjét, kotjlik-e valamilyen hordozéhoz (pl. haptén)

A beadds moddja: ordlis (per os), intrakutan (ic.), szubkutan (sc.) vagy
intramuszkularis (im.)



Immunizalashoz hasznalt allatok
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Adjuvansok

Olyan anyagok, amik elnyujtjak és 0Osszességében erdsitik a beadott antigénnel
szembeni immunvalaszt, ezaltal er6teljesebb antitest termelés érhetd el.
Adjuvansokat hasznalnak az emberi véd&oltasoknal is. (lasd késébb)!34]

Lehetséges hatasmechanizmusuk:
— Novelik az antigén-felvételét

— PRR-okon keresztul aktivaljak a velesziiletett immunrendszer sejtjeit, pl. a
macrophagokat

— Fokozzak az MHC lI-n keresztuli antigén-bemutatast
Néhany példa adjuvansokra:

— Aluminium-sék (pl. aluminium-foszfat, aluminium-oxid-hidroxid, ezek a human
oltasokban is a leggyakoribb adjuvansok)

— Lipid A analdgok (pl. Cervarix® = HPV oltas)

— Freund adjuvans: az antigén asvanyi olajjal képez emulziét
* Komplett (CFA): eldlt Mycobacterium tuberculosis baktériumokat tartalmazl®!
* Inkomplett (IFA): nincs benne Mycobacterium

— Virus fehérjéket tartalmazo liposzémak!®]



Az antitestek tisztitasa

Az antitesteket az allatok vérszérumabadl nyerik ki.

A kilonbozo izoformak tisztitasara eltéré6 modszerek idedlisak.
o 1gGl"]

— Precipitacio (pl. ammoénium-szulfattal)

— Kromatografias moaddszerek, leginkabb affinitds-kromatografia protein A

(Staphylococcus) vagy protein G (Streptococcus) segitségével vagy ioncserél6-
kromatografia

] IgG + protein G . .
Vegyes minta kapcsolédasa Mosas Tiszta IgG
Vo = == =
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Protein G



A kinyert antitestek tesztelése

* Akinyert antitest titerét (=mennyiségét) és specificitasat ellendrizni kell az antigén
segitségével ugyanabban a rendszerben, amiben majd a felhasznalas is torténni
fog. Példak (részletesen kés6bb lesz szo réluk):

— Aramlasi citometria
— ELISA
— Immunhisztokémia
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Aramlasi citometrias dot-plot Immunhisztokémiai metszet ELISA lemez
(CD10 kimutatasa normalis vesében)




Monoklonalis antitestek jelentbsége

* A poliklonadlis antitestek valtozo affinitassal és specificitassal rendelkeznek, ami
limitalja a felhasznalasukat. (pl. keresztreaktivitds, minden egyes immunizalt

------

« A fentiek miatt nagy igény volt a monoklonadlis antitestek el6allitasara, amik
egyetlen jol meghatarozott epitdpot ismernek fel és allandé affinitassal képesek

azt megkaotni.
< mo )
MONOKLONALIS ANTITESTEK FELHASZNALASA 4 \ I pa
* Preparativ modszerek: 4
— Fehérjék specifikus tisztitdsa (pl. —— _< -
immunoaffinitas-kromatografia) _4
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* Analitikai mddszerek (diagnosztika, kutatas):

— Szerologiai tesztek (1asd késébb) & -
— Egyes sejtcsoportok specifikus elkiilonitése . 9

(pl. CD-markerek kimutatasa) o
A kevert fehérjemintabdl a

tisztitando fehérjék kikotédnek
— Célmolekuldk/sejtek specifikus gatldsa vagy az oszlophoz, majd tisztan
serkentése (lasd kés6bb) kinyerhet6k.

* Terapias felhasznalas:



Monoklonalis ellenanyagok el6allitasa

* Mia probléma?
— Egyetlen B-sejt klonjai altal termelt antitestet kellene nagy mennyiségben

el6allitani. & Ennek felszaporitasa nem lehetséges, mert a B-sejtek idével
elpusztulnak, nem osztédhatnak korlatlanul.

Stimulacié \»&
Kc.)rlatOfot:t €¢€ ¢
sejtosztodas

 Megoldas: A sejtek immortalizalasa
— Hogyan? - Fuzionaltatjdk (egyesitik) 6ket tumorsejtekkel
— Miért? - A daganatsejtek korlatlan osztodasi potenciallal rendelkeznek
* Eredmény: Hibriddma-technikal8?-
— Daganatsejt és antitest-termeld plazmasejt mesterséges, in vitro fazidja
— A keletkez6 hibrid (=keverék) sejtek egyesitik a két sejttipus szamunka elényds
tulajdonsagait, végtelen ideig fenntarthatdk, szaporithatdk és az eredeti B-sejt

kldnra jellemz6 antitestet termelik.



A lényeg:

Myeloma sejt

(daganatos) Plazmasejt

Korlatlan osztédas Ellenanyag termelés

Korlatlan osztddas és ellenanyag termelés



Hibridoma-technika 1.

Antigén
: .i;_‘r A7s Myeloma sejtek
Egér l1ép plazmasejtek . &3 | ) (Ig-, HGPRT-,
(Ig+, HGPRT+, Sr) A korlatlan sejtoszt6das)

korlatozott
sejtosztodas) Sejtfuzio (PEG)
Nem-fuzionalt plazmasejt
N\

Nem-fuzionalt tumorsejt

O eHEH &Han ©Hay )

Fuzionalt sejtek

Sejthalal néhany Sejthalal a HAT

osztddas utan HAT szelekcio médiumban
X Hibridoma sejt (Ig+, HGPRT+,
Y X A# korlatlan sejtosztodas)

HGPRT: Hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz (lasd kovetkezé dia)
PEG: Polietilén-glikol
HAT: Hipoxantin-aminopterin-timidin sejtmédium (lasd kévetkezé dia)



Hibridoma-technika 2.

1. Allat immunizélasa (altaldaban egér vagy patkany)

2. Az adllat |[épének eltavolitasa, plazmasejtek izolalasa

3. Sejtfazid: egér plazmasejt

+ nem-szekreteros myeloma sejtek (plazmasejtes

daganat, pl. egér Sp2 sejtek) fuzidja: Polietilén-glikol (PEG) vagy elektromos aram
segitségével (elektrofuzio)

4. Szelekcié: HAT-médium (hipoxantin, aminopterin és timidin tartalmu) segitségével
kiszelektaljak a plazmasejt-myeloma hibrideket, a nem-fuzionalt vagy egymassal
fuzionalt tumorsejtek elpusztulnak.

DE NOVO UTVONAL

SALVAGE UTVONAL

Hipoxantin

Timidin

Timidin-kinaz:*

Foszforibozil-pirofoszfat (PRPP) l

A hibrid sejtek tartalmaznak
HGPRT-t és TK-t, igy a HAT-
médiumban a hipoxantinbdl
és a timidinbdl képesek DNS-
t szintetizalni.

|
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—Aminopterin
S ) v
Nukleotidok

DNS

"
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HGPRT

A myeloma sejtekben nincs
HGPRT és TK, igy az
aminopterin okozta blokkot
a DNS-szintézisben nem
tudjak athidalni, ezért
elpusztulnak.



Hibridoma-technika 3.

Monokldnok létrehozasa: A HAT-szelekcidval kapott hibridsejteket szétosztjak 96
lyukd lemezen, ugy, hogy minden lyukba lehetbleg egyetlen sejt keriljon, majd

kilon-kilon felszaporitjak 6ket, igy minden lyukban egyetlen plazmasejtre
jellemz6 antitest-termel6 klonok jonnek |étre. - Monoklonadlis antitest termelés

Termelt antitestek tesztelése a vizsgalt antigénre ELISA-val
Az idedlis antitestet termeld klén felszaporitasa

o0
|

Szétosztas

Hibridoma sejtek

96 lyuku lemez . Bty
sejttenyészté médiumban



Folyamatos antitest termelés

A kapott hibriddmak a sejttenyészt6 médiumba szekretaljdk (=termelik és
kivalasztjak) az ellenanyagot. = In vitro, a feliiliszobdl kinyerheté.

<
N

A sejteket befecskendezhetik kisérleti allatok (pl. egér) hastiregébe is, a hashartyan
megtapadnak és antitestet termelnek. = In vivo, a keletkezé ascitesbdl
|i

o
e S

v

Ipari el6allitas: fermentorok (,mliegér”) segitségével.




Antitestek jeldlése

* Az antitest-antigén reakcio szintelen, nem lathatd. Ha jel6l6molekulakat konjugalunk az
antitestekhez, akkor viszont mar detektalhatjuk.

* Konjugatumok:

Fluoreszcens anyagok (fluorofor vagy fluorokrom, ugyanazt jelenti), pl. FITC, PE, stb.
(Iasd kés6bb) - aramlasi citometria, fluoreszcens mikroszkdpia

Enzimek (kromogénnel és szubsztrattal szinreakciot adnak), pl. HRP, ALP (lasd kés6bb)
— immunhisztokémia, ELISA, Western blot

Radioaktiv izotopok:
* Diagnosztika - y-sugarzo izotopok

%¢ @@ @@

O
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Fluoreszcens konjugatumok

Fluoreszcens mikroszkopia Aramlasi citometria

1. Sejtek r JeIoIt anti-CD4 antitest
jeldlése |

EEC}E .23"2: _—~ CD8

\ X4
-
4 ;
Y.  Zold fény 2. Citometrias
FITC %94 ” mérés
1 Abszorpcio,
emisszié Fluoreszcens fény Lézer
Kék fény
Detektor

Egér thymus IF10:
Voros: Medullaris epithel
Z0old: Corticalis epithel
Kék (DAPI): Sejtmagok

E



Enzim konjugatumok

Immunhisztokémia

i‘g;; ¢ 4 - L,A <l
(intrinsic factor jelolése
human gyomorban)

Western blot

Enzim az antitesten + Kromogén
és szubsztrat

l — ———

Szinreakcio

Gyakran hasznalt enzimek: HRP (torma peroxidaz), ALP (alkalikus foszfataz)



Radioaktiv konjugatumok

» Diagnosztikus célra (radioimmun-képalkotas):!11
— y-részecskét vagy pozitront sugarzdé izotdpot
\ o konjugalnak az antitestre
— Az antitest szelektiven kotédik a célsejthez (pl.

daganatsejt)

— Gamma-kamerdval vagy PET-tel (Pozitronemisszios
tomografia) detektdlhatdé a testbdl érkezé jel (pl.
mikrometasztazisok)

* Terapias célra:
— a- vagy B-sugarzo izotopokat haszndlnak - lokalisan,
Antitest + sugarzo 1zotop nagy dozisban éri a tumort a besugérzas

Oropharyngealis tumort kimutatd immuno-
PET vizsgélat, 1 (A), 24 (B), 72 (C), 144 (D) és
312 (E) doraval a jelolt antitest beaddasat
kovetGen.[12]




ADC (Antibody-drug conjugate)

Az antitest szelektiven eljuttatja a gydgyszert a célsejthez, amit a sejt az antitesttel
egyutt felvesz a citoplazmajaba, ahol a gydgyszer majd kifejtheti hatasat.

Daganatok ellen hasznalt terapias megkdzelités, leginkabb kemoterdpias szereket
kapcsolnak az antitestekhez.!13]

Néhany példa gyogyszer-konjugalt terapias antitestre
{:Z /Anti-,,X” antitest

" | Gvermer | Caimolela | Betegsig

Szer

X antigén ) Brentuximab CD30 Hodgkin-limféma
SEJTMEMBRAN vedotin
Gemtuzumab CD33 Akut mieloid
ozogamicin* leukémia
Trastuzumab HER2 Emlérak
emtansine

*2010-ben a Pfizer® visszavonta a piacrol!14]

DNS- ;
karosodas » SEJTHALAL

SEJTMAG
A daganatellenes ADC-k altalanos hatasmechanizmusa



Egyéb modositasok

« Bispecifikus antitestek:!*>’

— Rekombinans immunglobulinok,
melyek antigén-koté helyei
kiilonb6z6 antigéneket ismernek
fel.

— Felhasznalasuk: Az immunsejtek
és a daganatsejtek 6sszekotésével
els6sorban tumorok ellen
hasznalatosak.

* Fuziés fehérjék:117]
— Altaldban immunglobulin Fc
részhez kotott rekombinans
human fehérjék. Par példa
(részletesen lasd kés6bb):

e Abatacept (CTLA-4 + 1gG1)
* Etanercept (TNFaR +1gG1)

* Romiplostim (TPO + 1gG1)

TUMORSEJT

Tumor antigén /L
(EpCAM) 4

Fagocitozis, ADCC ]( '(_CE’?(":I(inek

\

Fc receptor

JARULEKOS SEJT
(pl. makrofag, DC, NK-sejt)

Egy bispecifikus antitest (catumaxomab)
hatdsmechanizmusall®!

:|> Rheumatoid arthritis (RA)

— Immun thrombocytopenia (ITP)

Kostimulacio

/




Ragcsalod antitestek

* Az els6 terdpias monoklonalis antitest (muromonab)
egy teljes egészében egér immunglobulin volt.

* Transzplantaciot kovet6en adtak a szervkilokédések
megel6zésére. (Iasd késébb)

* FO6 hatrany: Ez egy fajidegen fehérje az emberi
szervezet szamaral

A betegekben ellenanyag termelést valtott ki és néhanyukban anaphylaxias reakciot (lasd
késSbb) is elGidézett:!18!]

HAMA (human anti-mouse antibody): human anti-egér antitest

Bar az ellenanyagok konstans része konzervaltnak tekinthetd, az egyes fajok k6zott nem
azonos.

A muromonab az egyedili terapias ragcsalé monoklonalis antitest. Akut esetben, mas
szerre nem reagalo kilokédésénél még hasznaljak, de megel6z6 célzattal mar nem adjak a
transzplantalt betegeknek.[19]



Kiméra antitestek

* A kivalasztott ragcsalé monoklonalis antitest variabilis (Fv)
régidjat kodold géneket hozzdkapcsoljak egy human
antitest Fc részét kddolo génjeihez.

A keletkez6 antitest megérzi az eredeti egér
immunglobulin specificitasat, de a konstans lanca mar
human eredetd.

e Durvan 75 szazalékban human.

 El6ny a ragcsald antitestekhez képest: Kisebb az esélye,
hogy idegenként felismerje a beteg immunrendszere és a
human Fc az effektor funkciokat is hatékonyabban ellatja
az emberi szervezetben, illetve noveli a molekula
életidejét.

* Hatrany: A betegek egy részében ez is ellenanyag termelést
valt kil2%1 5> (HACA): human anti-kiméra antitest

* Kiméra antitesteket széleskorlen hasznalnak kilonb6z6
betegségek kezelésére. (lasd a tablazatban a diasor végén)



Humanizalt és human antitestek

HUMANIZALT:
Az eredeti ragcsaldé antitestbdl kizardlag a hipervariabilis
régiokat (CDR) hagyjak meg, a tobbi szekvencia mar human.

* A humanizalt ellenanyag > 90 szazaléka human.

* A specificitdasa hasonld az eredeti ragcsald antitestéhez,
effektor funkcioja és féléletideje pedig csaknem azonos az
emberi immunglobulinokéval.

HUMAN:

* A human immunglobulinok génjeit beviszik egérbe, majd az
ilyen transzgenikus egeret immunizaljak és a
plazmasejtjeibdl hibridomat hoznak létre.[21

|

Teljes egészében human ellenanyag




Nevezéktan

YYYY

Infliximab  Adaliriumab  Muromonab Daclizumab Vezetett be a monoklonalis

Rituximab Ipilimumab Trastuzumab antitestekhez.122]
Abciximab A muromonab kivételes, mivel
az els6 terapias monoklonalis
- : antitest:
mab = monoklonalis antitest
xi = kiméra antitest Mur—o—mon—ab
zu = humanizalt antitest ‘/ l \
= teljesen human antitest
li = immunmoduldns hatas murine monoclonal antibody
tu = daganatellenes hatas (egér) (monoklonalis) (antitest)

ci = kardiovaszkularis betegségben hasznalhatd antitest



Néhény FDA éltal bejegyzett antitest 1.

1986 muromonab egeér Orthoclone- Transzplantacio
OKT-3 rejekcid
1994 abciximab kiméra ReoPro Gp llb/llla PCI
1997 daclizumab humanizalt Zenapax CD25 Transzplantacié
rejekcio
1997 rituximab kiméra Rituxan, CD20 B-sejtes NHL
Mabthera
1998 infliximab kiméra Remicade TNFa RA, Crohn-
betegség,
Psoriasis
1998 trastuzumab humanizalt Herceptin HER2 Emlérak
1998 basiliximab kiméra Simulect CD25 Transzplantacié
rejekcio
2001 alemtuzumab humanizalt Campath CD52 CLL
2002 adalimumab human Humira TNFa RA
2004 bevacizumab humanizalt Avastin VEGF-A Vastagbélrak



Néhany FDA altal bejegyzett antitest 2.

2004

2006

2006
2006

2009
2010
2010
2011

2014

2015

cetuximab

natalizumab

panitumumab

ranibizumab

golimumab
denosumab
tocilizumab

ipilimumab

nivolumab

secukinumab

kiméra

humanizalt

human

humanizalt

human
human
humanizalt

human

human

human

Erbitux

Tysabri

Vectibix

Lucentis

Simponi
Amgen
Actemra

Yervoy

Obdivo
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s Rekomindns fehérjék emlds sejtkulttrabdl
(133 Kg 2013-ban)

» Monoklonalis antitestek emlos
sejtkulturabdl (8182 Kg 2013-ban)

% Monoklonalis antitest fragmentumok,
konjugatumok vagy fuzids fehérjék emlés
sejtkulturabdl (1677 Kg 2013-ban)

» Rekominans fehérjék (inzulin is) mikrobialis
fermentacidbdl (8497 Kg 2013-ban)

Monoklonalis antitestek mikrobialis
fermentaciébdl (102 Kg 2013-ban)

» NOvény sejtkultirabdl szarmazo
készitmények (189 g 2013-ban)



Koszonjuk a figyelmet!
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Niels K. Jerne Georges J.F. Kbhler César Milstein

1972-es Fizioldgiai és orvostudomanyi 1984-es Fizioldgiai és orvostudomanyi Nobel-
Nobel-dij: dij:

,Az antitestek kémiai szerkezetével ,Az immunrendszer specifikus szabalyozo
kapcsolatos felfedezéseikért”.[24] mechanizmusanak és felépitésének, valamint

a monoklonalis ellenanyagok termelési
elvének felfedezéséért”.[2>]
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