PRIPRAVA MONOKLONALNICH
PROTILATEK




Antigenovy determinant aktivuje jeden klon bunéek

Klon bunék: syntetizuje jeden druh
imunoglobulinovych molekul
(stejny alotyp, idiotyp | podskupina)
(trida a podtrida se mize ménit)
Variabilni domény maiji stejnou sekvenci AK

Jednotlivec se setkava s mnoha antigeny,

vznika mnoho klonu bunék produkujicich imunoglobuliny
rizné idiotypy

heterogennost imunoglobulinu



Nekontrolované mnozeni klonu plazmatickych bunek,

které produkuji imunoglobuliny:

premeéna plazmatické bunky na nadorovou

Vysledek: mnohopocetny myelom
Waldenstromova makroglobulinemie

Klon plazmatickych bunék s malignim rustem
produkuje jeden typ imunoglobulint ve velkych mnozstvich.

(maji homogenni strukturu)
Lze je lehce izolovat (monoklonalni Ig) a analyzovat primarni

strukturu Ig.



V minulosti monoklonové Ig patologické proteiny
paraproteiny.

Dnes

v nejedna se o patologické Ig
(struktura neni zméenéna)

v normalni produkty (porucha v regulaci) tvori se
v nesmysiném mnozstvi.

Monoklonové imunoglobuliny vyvolavaji
monoklonové gamapatie — onemocneni:
- benigni

- maligni (zhoubny) prubéh



Monoklonove gamapatie:

v mnohopocetny myelom
v Waldenstromova makroglobulinemie
v choroby z tézkych retézcu

Mnohopocetny myelom

zhoubny nadorovy rust plazmatickych
bunek v kostni dreni s nadmernou tvorbou
IgG, IgA, IgD a IgE monoklonového typu
Myelomoveé imunoglobuliny tvori:

- celé molekuly

- lehke retézce (Benceho-Jonesovy proteiny)




Waldenstromova makroglobulinemie

je zhoubny rust lymfoidnich bunék, které
tvori monoklonalni IgM

Choroby s chybnymi tézkymi retézci
v' v krevnim séru retézce H,
v nejsou vétsinou upliné,
chybi jim nektera doména (nejcasteji variabilni).
v nejsou to produkty odbouravani lg,
syntetizuje je klon plazmocytu s malignim ristem
v' v, a, p chybné retézce
Myelomové imunoglobuliny u ¢clovéeka i zvirat
(mys, potkan, slepice)




Monoklonalni protilatky homogenni
(chemické individum).
Polyklonalnich protilatky = heterogenni smes.

Pri imunizaci zvirat antigenem vznikaji
polyklonalni protilatky:
v antigen ma vic jak jednu determinantni skupinu
v’ smeés protilatek

- rozdilnou afinitu

- ruzné biologické funkce

- kvalita protilatek ve dvou ruznych

laboratorich je rizna



Spontalni monoklonalni protilatky
(pricina gamapatii)

nelze pouzit

antigen (presneji epitop) neni znam.

zajem o umelou pripravu monoklonalnich protilatek



Prvni pokusy pripravy monoklonalnich protilatek
v Antigen s jednim determinantem v mnoha kopiich.

v Kultivace velmi malych kousku sleziny
z imunizovanych zvirat.
Predpoklad:
zachyti se jen jeden klon buneék,
produkce pozadovanée protilatky
malé vytézky (bunky omezeny rust, hynou).



Objev Kohlera a Milsteina 1975
(1984 Nobelova cena)

Zakladem: spojeni- bunécna fuze
myelomovych bunék kultivovanych in vitro se
slezinovymi lymfocyty z mysi imunizovanych
pozadovanym antigenem. |
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Vznikaji: hybridové bunky, tvorici hybrid-myelom
HYBRIDOM
Hybridom ma viastnosti obou rodiCovskych bunék:

v' Schopnost produkovat protilatky pro pouzity antigen
(slezinové bunky).

v Schopnost délit se po neomezeny pocet generaci
(nesmrtelnost myelomovych buneék).



http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1984/kohler.html

Hybridomové bunky

v mohou se klonovat (jedna burika se rozmnozi na mnoho
identickych bunek)

v" klon produkuje velké mnozstvi
stejnych protilatek proti jednomu determinantu

v hybridomové kmeny se mohou uchovavat
po neomezenou dobu ve zmrazeném stavu

Rozmnozovani:

v'in vitro (v tkanové kulture)

v'in vivo (po injekci vhodného experimentalniho
zvirete)
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Postup pri pripravé monoklonalnich protilatek

v Fuze slezinovych bunék z imunizovaného
zvirete s myelomovymi bunkami (nadorové bunky),
pestovanymi v tkanove kulture.

v' Selekce vzniklych hybridomtd v HAT mediu
(hypoxantin, aminopterin a thymin).

v Kultivaéni medium s hybridomy se rozpipetuje.

v VySetreni kultivaéniho media na pritomnost protilatek
(pozitivni kultury- ¢ast zamrazit a cast znovu klonovat).

v Nékolikrat opakovat, pozitivni kultury se rozmnozi
a ¢ast zustane zamrazena pro dalSi pouziti.



Pozadavky na myelomovou linii

v Schopnost trvalého rustu
(in vitro 1 in vivo).
v Nesmi produkovat viastni myelomové protilatky.



Po fuzi se v médiu nachazi:

 hybridom: myelomova buﬁka-limfocyt

] nespojené bunky

d stejnymi bunkami
lymfocyt-lymfocyt
myelomova bunka - myelomova bunka

‘ myelomova burika ‘ lymfocyt




Metoda zalozena na enzymovych defektech:
(chybéni dulezitych enzymu)

v" V bunkach kultivovanych in vitro Ize navodit
urcité enzymove defekty.

v" Bunky se enzymovymi defekty nejsou schopné
rust v médiich, které obsahuiji selekéni
komponenty.

v' Hybridni bunky mohou nepritomnost potrebného
enzymu v jedné bunce kompenzovat jeho
pritomnosti v partnerské bunce.

v" Na selekci hybridomu se vyuziva vynechani
nékterych enzymu syntetizujicich nukleotidy.



Bunky syntetizuji nukleotidy dvojim zpusobem:
v hlavni cesta (de novo)
v vedlejsi cesta (hotové purinové baze a nukleosidy)

@chari@ o @okys@

HLAVNI CESTA l AMINOPTERINOVY BLOK

EDLEJSI CESTA T HGPRT. TK
@katé zé@ S Nukleos@

HGPRT= hypoxantin(guanin)-fosforibozyltransferasa; TK=thymidinkinasa




Dusikateé ZéMkléOSMukleoﬂd

: Inosin-5" -fosfat
hypoxantin HGPRT

——— 5" -fosforibozyl-

. 1-pyrofosfat
guanin

Guanosin-5" -fosfat

VEDLEJSI CESTA

. TK 5" -fosforibozyl -
thymin >  1-pyrofosfat

Thymidin-5" -fosfat

HGPRT= hypoxantin(guanin)-fosforibozyltransferasa; TK=thymidinkinasa



Zamezeni syntézy nukleotidu vedlejSi cestou:

v'Mutanty bunék, kterym chybi HGPRT se ziskaiji:
kultivace myelomovych bunék s 8-azaguaninem H

(analog guaninu), BT
v burikach s funkéni HGPRT se zabudovava NT;\N/
do DNA (Cimz se znicCi geneticka informace) ©

V pritomnosti 8-azaguaninu prezivaji jen mutanty

deficitni na HGPRT. =

Br.
NH
v Kultivaci s analogem thymidinu ﬁ)\o
5-bromdeoxyuridinem Lod
myelomoveé linie deficitni na TK. "



Zamezeni syntézy nukleotidu hlavni cestou:

v Pfi normalnich kultivacnich podminkach
se syntetizuji nukleotidy hlavnim zplusobem
a nepritomnost enzymu nevadi.

v Bunka s deficitem HGPRT nebo TK kultivuje
pritomnosti aminopterinu S
(inhibitor hlavniho zpusobu)
nastane jeji smrt.
Prezit muze jen kdyz se spoji s bunkou,
ktera kompenzuje enzymovy deficit.

HLAVNI CESTA



HAT-medium (kultivacni medium)

(hypoxantin, thymin a aminopterin)

ke kultivaci bunek po hybridizaci,

preziji jen hybridomy

Hynou:

v nezfuzované myelomové bunky
myelomova-bunka- myelomova bunka
(protoze nemohou syntetizovat DNA)

v lymfocyty
hybridy lymfocyt-lymfocyt
(v tkanove kulture nedeli,
mayji jen kratkou zivotnost)




*+» Technologie pripravy monoklonalnich protilatek
byla omezena jen na pripravu mysich protilatek.
Jen myelomove linie mysi.

% Mezidruhové fuze ve vétsSiné pripadu nebyly
uspesne.

Mezidruhovym spojenim vznika ztrata
vicerych chromozonu jednoho z partneru,
véetné chromozonu nesoucich

geny pro imunoglobulinovée molekuly.

“* Dnes uz existuji myelomoveé linie
pro pripravu potkanich, lidskych.

(problém imunizace a ziskavani slezinovych bunék lidskych)



Imunizace darce slezinovych bunek ma dva vyznamy:

* zvysuje se pocet slezinovych bunek, které
produkuji protilatky

*» indukuje deleni a diferenciaci odpovidajicich
bunéénych klonu do stadia, kdy po spojeni
s myelomovymi bunkami umoznuje vznik
hybridomu.



Dva zpusoby imunizace

v Imunizace in vivo
zasady imunizace a imunizac¢ni schéma stejné jak
pri priprave konvencnich protilatek

v Imunizace in vitro
kultivace slezinovych bunék s antigenem
(technika ma vsak jista omezeni)



Fuzogeny

Za normalnich podminek vznika fuze lymfocytu
s myelomovymi bunkami jen vzacne.
Musi se pridavat latky -fuzogeny.

O inaktivovany virus SENDAI
Kohler a Milstein

U polyethylenglykol (PEG)
M, = 2000-6000




Hybridni bunky v HAT mediu se rozpipetuji
do jamek kultivacnich desticek:

Identifikace klonu hybridnich bunék

v Identifikace stovek az tisicu kultur

v Kultura s urcitou protilatkovou specifitou

v’ Stanovuji se v mikromnozstvi, automatizace (ELISA).

v Prvni klonovani bezprostredné po fuzi.

v Bunky s pozadovanymi protilatkami-opakované klonovat




Dva zpusoby klonovani:

v Redénim se buriky naredi tak, aby jedna
kultura obsahovala primérné méné jak jednu
bunku.

vV polotekutych médiich
pripravuje se z agaru nebo agarosy.



Rozmnozovani hybridomu

za ucelem produkce monoklonalnich protilatek

v in vitro v kultivaénim médiu
v in vivo v ascitické tekutiné mysi




INn Vitro

Kultivace v bezséerovych (syntetickych) mediich
zjednodusuje izolaci €istych imunoglobulint.

Z 1 ml kultivacniho média lze ziskat

10 az 200 ug monoklonalnich protilatek.



N VIVO

v’ ziskani vétsiho mnozstvi monoklonalnich
protilatek

v" asciticka (briSni zapalova) tekutina
nebo serum mysi, kterym se injektovaly
hybridomové bunky.

v syngenni mysSi

v' 3 az 15 ml ascitické tekutiny
(2 az 20 mg monoklonalnich protilatek/ml)

T-bunky- hybridomy = produkty imunoregulac¢ni a vykonné lymfocyty



Hybridomova technologie

v" ziskani jinych biologickych latek
-enzymy
-hormony

v' z béznych prirodnich zdroju se izoluji
-v nedostatecném mnozstvi
-Ss nedostatecnou cCistotou

v bunka produkujici pozadovanou latku
se spoji s vhodnou nadorovou bunkou



Produkce monoklonalnich protilatek

1. Imunizace

slezina
bupky produkujici i myelomove bufky
protilatky O
OOO

2. Fuze bungk i

+

+ polyethylenglykol

3. Selekce - kultivace v HAT mediu

@ o

nezfluzované slezinne hybridomy nezfuzované myelomy
bupky — zemiou v kultufe | zemiou v HAT mediu

4. Ziskani jednotlivych klong l
limitnim fedénim bufiky produkujici rizné

o 5@ C® D @

monoklonalni protilatky

5. Produkce protilatek

v bunggneé kulture jako asciticka tekutina




Vlastnosti monoklonalnich protilatek

V zasade se neodlisuji od polyklonalnich

vyhody

= chemicka individua

= jsou monospecifické a ucinné v nizsich koncentracich
= |ze je pripravit v neomezeném mnozstvi

= antigen nemusi byt precisteny

v’ neprecipitujici protilatky
v netvori precipitujici imunokomplexy

Protilatka se navazuje na jeden antigenovy determinant,
takze se nemuze tvorit trojrozmérna mrizkova struktura.



Vyuziti monoklonalnich protilatek

v" lzolaéni a analytické metody

v" Problémy v biochemii a molekularni biologii

v' Zkoumani povrchovych antigenti bunék
(diagnostika viru, bakterii a parazitu)

v Klinicka biochemie- antigeny typické pro nadory



Izolacni a analytické metody
= mAb na tuhém nosici: imunoafinitni chromatografie
* RIA a EIAs mADb

- jednotna afinitni konstanta,

- zkraceni casu analyzy

- lepsi reprodukovatelnost

- zadné krizoveé reakce

- nejsou falesné vysledky

- analyticka primka v sirsim rozsahu koncentrace
Reseni problému v biochemii a molekularni biologii
= enzym-zymogen (ruzné epitofy)
= struktura biopolymeru (rozdily v AK, zména konformace)



Zkoumani povrchovych antigenu bunék
cytoplazmaticka membrana znaky: biologicky druh
jedinec
tkan
bunka
rozliSeni T a B-bunék, subpopulace bunék, antigeny nadoru

(AIDS: ¥ T-bunék, autoimunita: { konc. tlumivych bunék)
diagnostika onemocneéni (virove, bakterialni, parazitni)

Klinicka biochemie

uréeni antigenu riznych nadoru

lokalizace nadoru v organismu

nosic¢e cytotoxickych lé¢iv

mADb: karcinoembriovy antigen(CEA), a-fetoprotein,
B,-mikroglobulin, feritin (bézné se vyskytuji konc. =nador
konjugace mAb s radioizotopy lokalizace nadoru



PRIPRAVA MONOKLONALNICH PROTILATEK
PRAKTICKY

LRL PrF UP

Mys imunizovana,
pripravena k odbéru
sleziny pro ziskani
B-lymfocytu




Separace sleziny



Ziskani slezinnych bunek B-LYMFOCYTY




Odpipetovani vyplavenych
B-lymfocytu ze sleziny

do centrifugacni zkumavky.
Nasleduje centrifugace.

Odsati supernatantu.
Bunky jsou pripraveny
pro fuzi s myelomovymi
bunkami.




Myelomové bunky.
Centrifugace a odsati
supernatantu.

Spojeni myelomovych
bunek s B-lymfocyty



Fuze v prostredi polyethylenglykolu 1000.




Rist bunék v AH-médiu.
Rostou jen hybridomy B-lymfocyt-myelomova bunka.




Rozpipetovani po fuzi
do 10 mikrotitracnich desticek.




Hybridomy

SP2- bunky
myolemové bunky




