Molekularna biotehnologija:
rekombinantna protitelesa



Protitelesa, ki preprecujejo zavracanje presadkov
Prvo odobreno zdravilo na osnovi Ab

Podjetje Ortho Biotech je v ZDA leta 1986 uspelo registrirati za uporabo na ljudeh misje mAb OKT3, ki so
ga uporabljali za pasivno imunizacijo pacientov pri transplantaciji ledvic. Ab je bilo specificno za povrSinski
receptor CD3, znacilen za T-celice imunskega sistema in je delovalo kot imunosupresor. Ugotovili so
zmerno uspesnost protiteles kljub stranskim u€inkom (vro€ina, srbenje).

Za proizvodnjo protiteles so hibridomske celice samo pogojno uporabne, saj rastejo pocasi, dosegajo
nizke gostote in zahtevajo draga gojiS€a. Zato so monoklonska protitelesa predraga za Siroko terapevtsko
uporabo.

Cenejsa protitelesa bi lahko pridobili v E. coli ali v transgenskih organizmih. Tehnolo$kih ovir za to ni.
Za delovanje je potrebna le regija F, ali F.



Kemijsko modificirana Ab

Analiza delovanja Ab in vitro kaze pogosto boljSe rezultate kot kasneje in vivo. To je pogosto posledica
teZzjega doseganja tarCnih mest v telesu v zadostni koncentraciji za uCinkovito delovanje. Moz na reSitev bi
sicer bila poveCevanje doze, kar pa prej privede do stranskih uCinkov, pa tudi drazje je. Moznih je veC
reSitev:

- enkapsuliranje Ab v liposome z ustrezno prilagojeno povrsino;

- gene za toksine vstavimo v limfocite, ki so usmerjeni na tumorske celice;

- zdravilo pripnemo na mADb, ki je specificno za povrSinski Ag tarénih celic (npr. tumorskih);

- uporabimo neaktivno obliko zdravila, na Ab pa vezemo encim, ki ga aktivira Sele v blizini tarCnih celic.
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Moznost uporabe modificiranih Ab za odstranjevanje zilnih krvnih strdkov

Vecina naravnih smrti v razvitem svetu je posledica zamasitve koronark ali mozganskih Zil s krvnim
strdkom. Strdek sestavlja fibrinska mreza, razvije pa se na mestu, kjer je Zilna stena poskodovana.

Pri zdravem Cloveku fibrin v strdku razgrajuje proteaza plazmin. Ta nastaja iz prekurzorja ob delovanju
aktivatorja plazminogena. Strdki v veliko primerih nastanejo, ker sistem aktivacije plazminogena ne deluje

pravilno.
Plazmin pa ima $ir§o specifiénost in lahko razgrajuje tudi fibrinogen. Ce bi uporabili za zdravljenje sam

plazmin, bi lahko priSlo do spontanih krvavitev, ker se kri ne bi mogla strjevati. Z vezavo PA na protitelo
proti fibrinu so encim pripeljali v blizino strdkov, kjer je v modelnem sistemu prislo do razgrajevanja strdkov,

ne pa tudi do razgradnje fibrinogena.

Figure 10.16 Structure of an immuno-
therapeutic thrombolytic agent. Anti-
fibrin antibody, a monoclonal antibody
that is specific for the fibrin found in
blood clots, is coupled to plasminogen
activator (PA). After the complex binds
totheﬁbrinofabloodclot,theplas—

activator causes plasmin to ac-
cumulate in the vicinity of the clot. The
plasmin then degrades the clot.

Plasminogen —————— Plasmin




Problemi pri pripravi in uporabi Ab

Izpleni kemijsko modificiranih Ab so nizki, vezava efektorja na Ab poteCe na nakljucnih mestih in lahko
povzro€i inaktivacijo vezanega proteina. Ker zdravljenje zahteva veckratno doziranje, lahko pride do
imunskega odgovora na zdravilo, ki vsebuje miSja zaporedja (odziv HAMA).

Cloveskih mAb ni mogoée pripraviti konvencionalnimi tehnikami preko hibridomskih celic, ker:

- so Cloveski kromosomi pri fuziji Cloveskih limfocitov z misjimi mielomskimi celicami nestabilni;

- CloveSke mielomske celi¢ne linije, ki bi nadomestila miSje, Se niso uspeli pridobiti;

- tudi Ce bi bilo mozno pripraviti CloveSke hibridomske celice, ne bi bilo eti¢no, da bi Ag vbrizgali ¢loveku
in mu potem odvzeli del vranice, da bi dobili celice, ki proizvajajo Ab.

Mozne resitve:

1.

Izolirane limfocite B, ki so aktivno sintetizirali Ab, so inkubirali s fluorescenéno ozna¢enim Ag in z napravo
FACS osamili celice, ki so izrazale to€no doloCena protitelesa. Ker celice B v kulturi slabo rastejo, so jih
transformirali z Epstein-Barrovim virusom, nakar je bila rast bolj stabilna. Nekatere od celic so izlocCali
topna specificna Ab, a so izpleni nizki, prav tako niso dosegli visoke afinitete.

2.

Celice CloveSkega imunskega sistema vnesemo v misSi brez lastnih imunskih celic (scid-miSi). Take miSi s
hudo kombinirano imunsko pomanjkljivostjo prevzamejo Cloveske celice in Ce jim injiciramo Ag, proizvajajo
ClovesSka Ab.

3.
V miSi brez lastnih genov za Ig vstavimo Clovekove gene za Ig in po injiciranju Ag pricakujemo razvoj
Cloveskih Ab.

4.
Pripravimo rekombinantna Ab.



Priprava Ab v E. coli

* Iz mi§jih ali ¢loveskih limfocitov B izoliramo mRNA in jo pretvorimo v cDNA.

* S PCR lo€eno pomnozimo regiji, ki zapisujeta za verigi H in L.

 Vsako pomnoZzeno regijo (heterogena zaporedja) vnesemo v vektorje na
osnovi bakteriofaga A.

» cDNA za po eno verigo L in H vnesemo v isti (kombinatori¢ni) vektor in
izrazimo v E. coli celotno protitelo (ali le fragmente Fv, Ce pomnozimo le
variabilne domene).

* Klone testiramo na vezavo antigena.

V stopnji kombiniranja L- in H- verig ustvarimo tudi nenaravne kombinacije
regij, ki imajo morda vezavna mesta za povsem nove epitope.

Fagna knjiznica ima obi¢ajno 106-108 klonov, kar je primerljivo s Stevilom
razliénih protiteles, ki so jih sposobne sintetizirati sesalske celice. Se vegjo
raznolikost pa lahko doseZzemo z nakljuéno mutagenezo. Testi specifiCnosti
trajajo v povprecju 2 tedna, kar je bistveno manj kot testiranje nekaj 100
hibridomskih celi€nih linij.
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Zmanjsanje imunogenosti protiteles

Za Kklinino uporabo bi bila primerna le CloveSka protitelesa, ki pa jih ni mogocCe pripraviti zaradi tehniCnih
tezav pri fuziji misjih in Cloveskih celic oz. iz eti¢nih razlogov.

Zato so z gensko tehnologijo pripravili konstrukte, pri katerih so ¢lovesko regijo Fc povezali z misjimi
regijami Fv (so pri ¢loveku Sibko imunogene) - himerno protitelo (70 % Clovesko, 30 % misje). Tako
hibridno molekulo pripravijo lahko s pomocjo subkloniranih segmentov. Izrazanje poteka npr. v gojenih
transficiranih limfocitih B.

Bolj izpopolnjena so ,humanizirana‘ protitelesa, pri katerih so v zapis za CloveSka protitelesa vstavili le

kratke regije, ki dolo€ajo komplementarnost (CDR) monoklonskih protiteles miSjega izvora (95 % Clovesko,
5 % migje).

Fv

(mouse) CDR1,2,3

(mouse)

Bl Mouse

B Human Fc (human) B Mouse

Bl Human



Mouse hybridoma In vifro antibody libraries
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Figure 2 | Antibody engineering. Mouse hybridoma technalogy generates mouse monoclonal
antibodies. Genetic enginesring has fostered the generation of chimeric, humanized and human
antibodies. Cloning of mouse variable genes into human constant-region genes generates
chimeric antibodies. Humanized antibodies are generated by the insertion of mouse
complementarity-determining regions (CDRs) onto human constant and variable domain
frameworks; however, additional changes in the framework regions have, in several cases, been
shown to be crucial in maintaining idertical antigen specificity”>™. Fully human antibodies can be
generated by the selection of human antibody fragments from in vitro libraries (see BOX 2 and
FIG. 3a), by transgenic mice (FIG. 3b) and through selection from human hybridomas.

Nature Reviews Drug Discovery 2, 52-62 (2003)
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Humanizacija z zamenjavo CDR

Iz hibridomske celi¢ne linije glodalcev izoliramo cDNA za L- in

H-verigo. Njuni variabilni regiji pomnozimo s PCR.

Na podlagi nukleotidnih zaporedij dolo€imo meje CDR in
sintetiziramo 3 pare oligonukleotidov za pomnoZevanje
posameznih CDR (3 L, 3 H). Oligonukleotidi nosijo na 5'-
koncu podaljSek 12 b, komplementarnih CloveSkemu
zaporedju, v katerega zelimo CDR vgraditi.

V 6 zaporednih reakcijah uvedemo na mesta Cloveskih
zaporedij pomnoZena glodalska zaporedja, ki kodirajo za
CDR. Tako humanizirane variabilne regije prenesemo v

ekspresijski vektor in izrazimo v sesalskih celicah ali v E. coli.

Postopek je zamuden in drag, zato se ze uveljavljajo
kombinatoricne knjiznice (MRNA iz celic B neimuniziranih
donorjev) na osnovi predstavitve na fagih.
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Figure 821 Schematic representation of the method used to introduce mutations
into the three CDR genes of the variable region of a heavy antibody chain. The frame-
work region sequences are in green, and the CDR sequences are in blue. The first PCR
(A) introduces random mutations into the DNA encoding CDR1; the second PCR (B)
introduces random mutations into the DNA encoding CDR2 and CDR3; the third
PCR (©) combines the DNA that was amplified in A and B. The circled portion of the
DNA indicates the place where random mutations were introduced.



Proizvodnja Ab v rastlinah

Prednosti proizvodnje v rastlinah:

- stabilna integracija genskega konstrukta v genom (bakterije: plazmidi, ki se lahko izgubijo);

- zorenje proteina in sestavljanje kvartarne strukture je podobno kot v Zivalskih celicah;

- moznost shranjevanja pri sobni temperaturi (proteini v semenih);

- cena (ocenjeni proizvodni stroski na gram Ab: 5000 USD v hibridomskih celicah, 1000 USD v
bakterijskih celicah, 10-100 USD v rastlinah).

Proizvesti je mogocCe tako IgG kot IgM, Fab, scFv - plantibodies’ za diagnosti¢no in terapevtsko uporabo,
pa tudi kot obramba rastlin proti patogenom (npr. virusom).

Nekaj primerov Ab, proizvedenih v rastlinah:




Protitelesa na povrsini fagov

Za pripravo vecjih koli€in protiteles fagi A niso primerni, saj se fagi lizirajo celice, Ki jih okuZijo.
Uporabimo raje nitaste fage (M13 ali fd) in fragmente protiteles izrazimo na povrsini. Testiramo lahko z
ELISA, identificiramo klon z najmoénejSo vezavo, nato pa DNA prenesemo v ekspresijski vektor in

izrazimo v vecjih koli€inah.

Postopek deluje s Fv, pa tudi scFv
(V -linker-V,, — skupaj 25 kDa).
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Preurejanje CDR za pripravo obseznih
kombinatori¢nih knjiznic scFv:

MRNA izoliramo iz vec€ razli¢nih tkiv, kjer sicer
poteka sinteza Ab, neimuniziranih posameznikov.

Pomnozimo posamezne CDR in produkte
kombiniramo s segmenti, ki zapisujejo za
preostale dele scFv. Dobimo lahko 2x10°
razli¢nih scFv.
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Figure W.Z{ Construction of a large library of single-chain antibodies. B cells from
:\“E.'-l) nonimmunized individuals were collécted and pooled, the mRNA was iso-
uN #nd used 1o program the synthesis of cDNA, oligonucleotide primers con-

ning DNA sequences that included small portions of the framework region se-
Juence were added to the cDNA preparation, and all six CDRs were amplified
ﬁnrau-ly bv PCR. The amplified CDRs from all six PCRs were mixed together with
. W‘t;':(k\_vlldm encoding the framework regions and the tinker, and genes encod-
3 ‘Slhr variable L and H domains were synthesized by overlap extension PCR. One

Mmany possible single-chain antibodies that were synthesized is shown,




Na protitelesa lahko veZzemo dodatne efektorske proteine, npr. toksin. Ce sta bili verigi VL in VH povezani
preko S-S, je bil takSen imunotoksin nekajkrat bolj stabilen od enoverizne oblike. Kot toksin najpogosteje
uporabljajo eksotoksin A iz bakterije Pseudomonas (66 kDa, 3 domene) a tudi diftetijatoksin ali ricin.
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Imunotoksin proti rakavim celicam:

Na scFv, ki je usmerjen proti celicam karcinoma glave in vratu so
vezali fragment eksotoksina A (ETA) iz bakterije Pseudomonas.

http://www.dim.unizh.ch/onkolog/index_e.htm?/onkolog/antibody.htm



Figure 5 | Different formats of antibody fragment. a | Single-chain Fv fragments (scFvs) are
mostly monomeric when the peptide linker (n rech between the V,, and the V, domains is about
12-15 amino acids. When the linker Is shorter than three amino acids or is totally deleted, the
fragments tend to make timeric fragments or even tetrameric formats. Multtivalent antibodies gain
avidity and such molecules are therefore perfect for blocking viral infection or receptor-ligand
interactions, for example. b | If the linker Is about five amino acids long, then the varlable domains
tend to dimerize. When equipped with variable domains with different specificities, such dimeric
scFvs can make bispecific fragments called diabodies.
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koncnica zdravila kategorija

~ksimab himerno protitelo
~umab ¢lovesko protitelo
~zumab humanizirano protitelo
~ra antagonist receptorja

~cept fuzijski protein



Trastuzumab
Herceptin — prvo humanizirano mAb za zdravljenje raka dojke

Pri 25-30 % zensk z agresivnim metastatskim rakom dojke se prekomerno izraza HER2, receptor 2 za
epidermalni rastni faktor. Ce se res, ugotovijo z imunohistokemijskim testom.

Razvoj zdravila je potekal v podjetju Genentech. Najprej so pridobili misje mAb z visoko afiniteto proti
HERZ2 in ga humanizirali. Na ¢loveSkem ogrodju so misji CDR-ji. Proizvodnja poteka v celicah CHO v
suspenzijski kulturi.

Protitelo je glikozilirano zelo podobno kot bi bilo v ¢loveskih celicah in je kljub humanizaciji ohranilo visoko
afiniteto vezave (Kd=5x10-9 M) ter specifiCnost.

Klini¢ni testi so potekali na >800 pacientkah. Praviloma je Herceptin je sprozil and Ab odvisno
citotoksi€nost in inhibiral delitev celic, ki prekomerno izrazajo EGF. Pri pacientkah z metastazami je bil
najbolj uc€inkovit v kombinaciji s kemoterapijo.

Zdravilo pakirajo v vakuumu in prodajajo kot rumenkast prah v enotah po 440 mg. V bolnisSnici ga raztopijo
in bolnicam dozirajo i.v. v obdobju 30 min. Nekatere pacientke so kot stranski uc€inek imele tezave s
srcem, zato je potrebno natanc¢no spremljanje delovanje srca, predvsem pri starejsih ali tistih, ki so imeli
tezave ze prej.
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