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Pylové alergeny - nové horizonty:
Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

* Uvedeni do problemu a vyvoj poznani
rekombinantnich alergent

* Imunologicke principy vyuziti rekombinantnich
proteinl

* Vyvojové hledisko - homologie - zkrizena
reaktivita alergend

- Diagnosticke a terapeutické moznosti vyuziti
rekombinantnich alergent; specificka
imunoterapie; regulace

+ Epidemiologie, shrnuti problematiky



Prirozené a rekombinantni alergeny

+ Alergeny ziskané z pFirozenych zdroji
vyuzivdme v mediciné k diaghostice i
terapii od konce 19. stolefi.

» V r. 1880 britsky alergolog Charles
Blackley (sam alergik) podava zpravu
o vyuziti alergenovych extraktu
k expozi¢nim testim.

Blackley Ch. Hay Fever: Its Causes, Treatment

and Effective Prevention. London, Bailliere,
1880,



ALERGIE

.hypererge Frihreaktion”
Lallos" + ,ergein” = Allergie

von Pirquet C, Schick B:
Uberempfindlichkert und beschleunigte
Reaktion

(Minch med Wischr 1906, 2)



Clemens von Pirquet
vlastni expemmen’r 27.7.1905

1907

“Klinische Studien
Uber Vakzination
und vakzinale
Allergie”




ALERGOLOGTIE

diagnostika patogeneze terapie

V

IMUNOLOGTIE



Pylova zrna (liska)

autostrada priroda



. Medicina se stoleti za stoletim az do
davnych tisicileti vS§eobecnych poéatki
ubirala cestou pustého uhadovani a
nejsyrovéjSiho empirismu ...

Lewis Thomas: Medlza a p/z, 1979



Prirozené a rekombinantni alergeny

* Na konci 80. let a zejména pocatku 90. let
minulého stoleti se stdva redlnym zacit
pripravovat alergeny na drovni rekombinantnich
proteind

- Je umoznéno exaktné definovat 3-D strukturu
alergent a studovat jejich funkci

- Je mozné porovndni s prirozenym alergenem
(napr.Betv 1, Derpl, Derp2,Blag?2,Bosd?2,
Equcl, Arahl, )



Rekombinantni alergeny - ¢asova osa vyvoje pozndni

Izolace a sekvenace s rekombinantnimi alergeny;

cDNA pro alergeny

In vivo zvifeci modely Vytvareni Rozvoj diagnostiky a
rekombinantnich alergenu imunoterapeutické studie
in vivo testy s redukovanou s hypoalergennimi derivaty
u pacientl; diagnostika alergenni aktivitou rekombinantnich alergenu
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Rekombinantni alergeny
pouzity v in vitro testech

Charakteristika
3-D struktury alergent

In vivo hodnoceni Cipy
hypoalergennich derivatu s rekombinantnimi
rekombinantnich alergenu alergeny

pro diagnostiku

Modifikovano dle R. Valenta: Curr Opin Immunol. 2002; 14:718-727



Rekombinantni alergeny

Standardizace

I

Rekombinantni alergen
- definovana struktura

{ {

Diagnostika

Terapie




Imunologie - Alergologie

Situace je obdobnd, jako
u rozvoje rekombinantnich vakcin

(napr. hepatitida B, TSST-1, ... )



Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

S rozvojem molekuldrni biologie se jednoznacné
otevird cesta k produkci presné definovanych
a funkcnich molekul jednotlivych alergend.




charakteristika,
izolace alergenu

produkce

Rekombinantni alergeny

l A. Selection of relevant allergen sources

B. Isolation of cDNAs
coding for the relevant
allergens in an allergen
source

C. Production of
recombinant allergens
equaling the natural
allergens

D. Evaluation of the
clinical relevance of
the individual allergens

E. Selection of the
recombinant allergens
for vaccine formulation

Family of related
allergen sources
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G. Double-blind,
placebo-controlled
immunotherapy
trials

Valenta and Niederberger,
J Allergy Clin Immunol, 2007, in press



Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

- Takto se ndm zcela novym zplsobem do praxe
nabizi _definovany diagnosticky  pristup
k vySetreni reakfivniho profilu pacienta_a
identifikace alergenu, ktery u néj onemocneéni
vyvolava.

+ Jednd se o primé diagnostické wvyuziti jak
in vivo (predevsim prick testy, provokacni

testy), tak

/in vitro (napr. stanoveni specifickych IgE a

Ig64 protilatek, aktivace bazofilu, test

uvolnovani histaminu).



klinicka relevance

testovani a
selekce pro vakciny

Rekombinantni alergeny
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Rekombinantni alergeny - vyuziti v alergologii

Diagnostika Terapie

I I

Rekombinantni alergen
- definovana struktura

{

Standardizace




Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

Uvdzime-li skute¢né do dusledku komplexni moZznosti
/ih vivo a Iin vitro diagnostiky v souvislosti
s rekombinantnimi alergeny, vcietné budouciho
rozsireni existujicich proteinovych Cipl, je zfejmé, Ze
se jiz nyni v alergologické praxi nachdzime v jdadru
diagnostické i terapeutické revoluce.

Soucasné s diagnostikou se rozviji prakticke
uplatnéni rekombinantnich alergenu a jejich
derivati v ramci definované specifické
alergenové imunoterapie.



Rekombinantni alergeny

rekombinantni alergeny

hybridni molekuly

hypoalergenni derivaty

l A. Selection of relevant allergen sources

B. Isolation of cDNAs
coding for the relevant
allergens in an allergen
source

C. Production of
recombinant allergens
equaling the natural
allergens

D. Evaluation of the
clinical relevance of
the individual allergens

E. Selection of the
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for vaccine formulation
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Ztrata alergenni aktivity Bet v 1
peptidu

rEet v 1 Feptides
pa/mi 100ue/m|
S50 1-C
25 3]
12.5 5
6.25 4
312 3
1.56 2
0.78 1
0.39 PBS
0.19 Birch

Hstamine

R. Valenta et al.



Rekombinantni Bet v 1 trimery:
redukovand alergenni aktivita

rBetv 1-
trimer rBetv 1

128 128
64 G4

32 32
16 16
8 8
a 4
2 2
1 1
0.5 pg/ml 0.5

R. Valenta et al.



Relativni restrikce pylovych alergent

Pylové alergeny byly klasifikovany
a roztridény do 29 z charakterizovanych
7 868 strukturdlnich proteinovych skupin;
k nejvétsim z nich radime:

* Bet v 1 PR-10 (plant steroid hormone
transporter)

* expansiny

+ profiliny (aktin vaZici proteiny)

7r7v/

» polcalciny (kalcium vdzici proteiny)



Definovana imunoterapie



Zkrizena reaktivita — hlavni alergen brizy (Bet v 1)

liskové
orfechy

Obr. modifikovan dle R. Valenta, Wien



Zkrizena reaktivita — panalergen profilin

. 70% - 85% identita
. >

%

proilin

AL
. . pyly plevele

Obr. modifikovan dle R. Valenta, Wien




Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

+ Z imunologického pohledu je haprosto zasadni,
Ze zkrizend reaktivita mezi jednotlivymi
alergeny redukuje pocet epitopl skutecné
potrebnych pro diagnostiku a terapii.

* Za alergenicitu jsou u reakce prvniho typu
precitlivélosti odpovédné epitopy, na néz se
vaze specifické IgE.

* Naproti tomu pro specifickou alergenovou
imunoterapii jsou vyznamne epitopy pro
aktivaci T lymfocytu.



Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

Hyé)oaler'genni mutanty a isoformy s redukovanou
IgE aktivitou, avsak se zachovanou reaktivitou
pro aktivaci T lymfocytu, jsou pro specifickou
imunoterapii zasadni.

Mnohdy dostacuje k redukci aler?enici’ry mutace
|

pouze na Urovni jediné aminokyseliny (nap¥. u alergenu
ablka Mal d 1 substituce serinu na 111 pozici za prolin nebo cystein

2rMal d 1/5111P,C/), pricemz prolinovd mutanta vykazuje vyssi
redukci vazebné aktivity pro specifické IgE (Lorenz AR, 2001).

Podobné byly vytvoreny mutanty dalsich
alergenu, vCetne alergenu pylu brizy.



rBet v 1

» Multicentrickad stuie, 124 pacientd

- smés 2 rBet v 1 fragmenti, nebo rBet v 1
trimer; adsorbce na Al(OH);

* hypaalegenni rek. derivaty
- tolerovdno 80 mikrogramt/ddvka;
kumulativni davka 150 mikrogram

+ silna Ig6 (Ig6G1, IgG4, IgG2) odpoved’

Niederberger et al., 2004, 2007



rBetvlvs nBetvl

» Multicentrickad stuie, 147 pacientd

» srovndni rekombinantniho proteinu
s prirozenym; adsorbce na Al(OH),

- max. ddvka 15 mikrogramu
» meésicni aplikace po dobu 2 let
» silnd Ig6 (Ig6G1, IgG4, Ig62) odpovéd’

Pauli et al., 2006



Rekombinantni alergeny
v diagnostice a terapii alergickych onemocnéni

* Pripravit je mozné i hypoalergenni
rekombinantni fragmenty jednotlivych
alergenu (tj. bez ¢asti s IgE reaktivitou)

+ dimery nebo trimery hypoalergennich molekul
(s dusledkem zvyseni imunogenicity v ramci
specifické alergenové imunoterapie)

+ fldzované proteiny.

- Dlsledkem aplikace testovanim ziskanych
ne'lghodnéﬁlch hypoalergennich derivatu je

také minimalizovani rizika nezadouci

anafylaktické reakce u specifické lécby

a to i pri vyssich davkach vakcinacni

imunoterapie.



V Rencové ,Cisarové mimu" se ve
vzruseném dialogu vyznava vladar
Dioklecidn: . Ja vsak chci stdlost, pevnost,
rad." Herec Genesius cisare vaizi:
(Hledej rad v tom, co se méni."

Domnivam se, Ze tento dramaticky fragment dobre vystihuje
imunologii, Usek biologie vystaveny neustalym proméndm. Povazujeme
ji dnes za integrujici obor soudobé biomediciny. Jeji postaveni
vyplyva z difdznosti imunitniho systému, ktery svymi strukturdlnimi
jednotkami a z nich uvolfiovanymi pusobky obhlizi organismus a
spolureguluje radu fyziologickych a patologickych pochodu. Pokusme
se hledat rdd v fom, co se v imunologii méni.

C. John, Imunologie jako hra s moznostmi, Sanguis 2005; 42, 11.
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Pylové zrno a protein

Chapman MD et al., J Allergy Clin Imunol, 2007
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Dimer Phl p 1
(bojinek)

J ALLERGY CLIN IMMUNOL Flicker et al
VOLUME 117, NUMBER 6

2006




Agregace receptort
(Fc epsilon R T)

Phip1

Phl p 1-specific IgE

FeeRI

mast cell/basophil



Epidemiologicka studie zmény reaktivity
v prubéhu 20 let
na alergeny brizy a bojinku

* Finsko, Vammala

» specifické IgE

* antigeny: rPhlp1,2,5,6,7,11,12
nPhl p 4

rBetvl 2 4

Zaver: Ndlaz zvyseni specifického IgE,
s vyssi prevalenci IgE reaktivity
k hlavnim alergentm Bet v 1 a Phl p 5.




Ceskd republika
2 500 000 ALERGIKU

s klinickymi projevy alergie



Regulace

Pyl polarizuje
dendritické bunky
(bioaktivni lipidy
inhibuji produkci IL-12)

Traidl-Hoffmann et al.,
J Exp Med 2005







Uptake of antigen in mucosa
L2 5 Local antigen presentation

DC network S\
takes up antigen
\ (

DC migration \ |

DC maturation \ ., ] |
' % .'\ : | “-\ ‘

S

q Naive T
|; ] @

Ai‘
\ Draining =
mediastinal node &

\ SOF s N @
(/Q@ o) — @ @ ey e
—~Clonal selection = -~ S e
Proliferation Teff
Differentiation (Teff or Treg) Treg
% Ovalbumin © Tcel J  Goblet cell

ﬁ Dendritic cell @ Eosinophil 5 Epithelial cell
Kuipers H, Lambrecht BN: 2004

Current Opinion in Immunology




Bet v 1 peptidovad reaktivita a Treg

Bet v I-SPECIFIC Treg CELLS

Betv 1

141.156

Betv1, .

Nagato T. et al., The Journal of Immunology, 2007, 178:1189-1198



PLATT TEZ PRO ALERGOLOGIT

» Posun k biologicky a geneticky poucené tvorbé
novych vakcin zajistil imunologii privilegované
postaveni. Stala se strdzni vézi biomediciny.
Citlivé vnimad signdly nebezpeci, které i dnes
dotiraji na vse zivé. Doufejme, Ze i ve tretim
tisicileti bude ddvat nasi planeté nadéji. Hleda
fotiz rad v tom, co se meni.

C. John, Imunologie jako hra s moznostmi, Sanquis 2005, 42, 11.



Rekombinantni alergeny 2007

Dekuyji za pozornost.




Zkrizena reaktivita pyly - potraviny:
cukerné zbytky

SV

Egger M et al., Allergy 2006



Asloraceae

ragwead-melon-
banana-association

Iosaceae




Allergen-encoding P

cDNAs

Recombinant
allergens
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Current Opénion in Immunology

B. Linhart, R. Valenta, 2005



Prirozené a rekombinantni alergeny

+ Informace o sekvenci, strukture, funkcnich
vlastnostech a alergenicité v soucasné dobé
Jiz stovek charakterizovanych  molekul
alergenu jsou obsazeny a uchovavany ve
specializovanych databazich.

+ Velmi praktickou a pravidelné aktualizovanou
databdzi se jevi Allergome Database dostupna
ha internetu s adresou webovych strdnek
http://www.allergome.org/, kterd v soucasné
dobe zahrnuje udaje od 60. let minulého
stoleti ()nyni z vice nez 6 000 odbornych
publikaci |

* N
AT T ESs R =
AN B g M M MVE By A Platform for Allergen Knowledge

N


http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/
http://www.allergome.org/

