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•Το αντιγόνο επιλέγει τα κύτταρα µε την κατάλληλη εξειδίκευση και προκαλεί τον πολ/σµό τους και την παραγωγή 
των αντισωµάτων
•Προϋπόθεση λειτουργίας να υπάρχει µηχανισµός παραγωγής τεράστιου αριθµού διαφορετικών Igs απουσία 
δυνάµεων επιλογής



ΩΡΙΜΑΝΣΗ Β ΚΥΤΤΑΡΩΝ

ΚΥΤΤΑΡΟ Έκφραση Ig

Προγονικό αιµοποιητικό κύτταρο Όχι

Κύτταρο Λεµφικής Σειράς Όχι

Μερικός ανασυνδυασµός γονιδίου βαριάς αλυσίδας

Προ-προ Β κύτταρο (pro-B cell) Όχι

Ολικός ανασυνδυασµός γονιδίου βαριάς αλυσίδας

Προ-Β κύτταρο (pre-B cell) µ βαριά aλυσίδα
+βοηθητική

Ανώριµο Β κύτταρο mIgM

Αλλαγή στη συρραφή του RNA

Ωριµο Β κύτταρο mIgM+mIgD

Ανασυνδυασµός γονιδίου ελαφριάς αλυσίδας

Mυελός 
των 
οστών



ΩΡΙΜΑΝΣΗ Β ΚΥΤΤΑΡΩΝ

Ωριµο Β κύτταρο mIgM+mIgD

∆ιέγερση από αντιγόνο

Ενεργοποίηση Β κυττάρου

∆ιαφοροποίηση

Πλασµατοκύτταρα που εκκρίνουν IgM

Μετάπτωση τάξης

Β κύτταρα µνήµης

Πλασµατοκύτταρα που 
εκκρίνουν διάφορους 
ισότυπους Ig

Περιφερικά 
λεµφικά 
όργανα

ΚΥΤΤΑΡΟ Έκφραση Ig



Αντιγονικός Υποδοχέας 
παρθένων Β κυττάρων, 
ενεργ. συµπληρώµατος

51,5µ-IgM

Ωψωνινοποίηση, ADCC,
νεογνική ανοσία, ενεργ. 
συµπληρώµατος

2313,5γ(1,2,3,
ή 4)

IgG1-4IgG

‘Αµεση υπερευαισθησία20.05ε-IgE

Αντιγονικός Υποδοχέας 
παρθένων Β κυττάρων

Όχι3Ιχνηδ-IgD

Βλεννογονική ανοσία 
νεογνική παθητική 

ανοσία
63.5α (1 ή 2)IgA 1,2ΙgA

ΛειτουργίαΕκκρινόµενη µορφήΧρόνος
Ηµιζωής
(ηµέρες)

Συγκέντρωση 
ορού

Βαριά 
αλυσίδα

ΥπότυποιΙσότυπος
Ab

Μονο, δι, 
τριµερές



Αναδιάταξη των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών: 
πειραµατική προσέγγιση



Mεταβλητότητα αµινοξέων στη µεταβλητή V περιοχή

VH CH

VL CL

FR1 FR2 FR3 FR4

CDR1            CDR2 CDR3

FR: Framework Region = περιοχή πλαισίου

CDR: Complementarity Determining region =περιοχή που καθορίζει 
συµπληρωµατικότητα



Mεταβλητότητα αµινοξέων στη µεταβλητή V περιοχή
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Τοποθέτηση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών 
στα χρωµοσώµατα

1214Βαριά αλυσίδα

62κ ελαφριά αλυσίδα

1622λ ελαφριά αλυσίδα

Ποντίκι΄ΑνθρωποςΓονίδιο

ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΑ
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1. Οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών

2. Σωµατικός ανασυνδυασµός – Αναδιάταξη γονιδίων

3. Μεταβλητός ανασυνδυασµός (Junctional diversity)

4. Προσθήκη Ν-νουκλεοτιδικής περιοχής

5. Σωµατικές µεταλλαγές (Somatic mutations)

6. Συνδυασµός αλυσίδων



∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΠΟΙΚΙΛΟΤΗΤΑΣ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ
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1. Οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών



Οργάνωση γονιδίων ανοσοσφαιρινών 
Γενετικός τόπος βαριών H αλυσίδων (χρωµόσωµα 14)

5΄

S1    VH1      SLn VHn D JH                       Cµ Cδ                 Cγ3                  Cγ1                  Cγ2b

3΄

Cγ2a                  Cε Cα

CH1                 CH2           CH3           CH4   SC        

Γενετικός τόπος  κ  ελαφριών αλυσίδων (χρωµόσωµα 2)
S1  V κ1       Sn Vκn J κ                           Cκ

S=πεπτίδιο οδηγός, n= ~100

V= µεταβλητό γονιδιακό τµήµα, D=γονιδιακό τµήµα ετερογένειας

J= συνδετικό γονιδιακό τµήµα, C= γονιδιακό τµήµα σταθερής περιοχής

5΄ 3΄

S1 Vλ1 Sn    Vλn Jλ1            Cλ1 .....Jλ6 Cλ6

Γενετικός τόπος  λ  ελαφριών αλυσίδων (χρωµόσωµα 22)

5΄ 3΄
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1. Οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών

2. Σωµατικός ανασυνδυασµός – Αναδιάταξη γονιδίων



Αναδιάταξη των γονιδίων των βαριών αλυσίδων στα
B κύτταρα.

D -J αναδιάταξη

DNA βλαστικών 
κυττάρων (Stem cell)

5΄ 3΄

S1  VH1       Sn    VHn D JH                           CHµ ... CΗα

DNA B κυττάρων 5΄

S1  VH1       Sn    VHn D JH                   CHµ   ... CΗα

3΄α.

V-DJ αναδιάταξη

S1    VH1D JH                   CHµ ...            CΗα

5΄ 3΄
β.

hmRNA
S1  VH1D JH                   CHµ  ...            CΗα

5΄ 3΄

Μεταγραφή

Συρραφή RNA (splicing)
S  VH DJ       Cµ

AAAmRNA

Μετάφραση

πρωτεΐνη



Αναδιάταξη των γονιδίων των ελαφριών κ 
αλυσίδων στα Β κύτταρα

3΄

S1    Vκ1       Sn Vκn Jκ                           Cκ

5΄

V-J αναδιάταξη
S1    Vκ1 Jκ Cκ

5΄ 3΄

S1    Vκ1 Jκ Cκ
5΄ 3΄

Μεταγραφή

hmRNA

Συρραφή RNA (splicing)

mRNA
S  Vκ J       C

AAA

Μετάφραση

πρωτεΐνη



AΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗΣ ΑΝΑΣΥΝ∆YΑΣΜΟΥ
(Recombination Signal Sequences - RSS)

1. Nουκλεοτιδική αλληλουχία των RSSs:
είναι συντηρηµένες παλίνδροµες αλληλουχίες
αποτελούν  θέσεις πρόσδεσης δύο υποµονάδων ανασυνδυάσης

2-στροφές στην έλικα του DNA 1-στροφή στην έλικα του DNA



AΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗΣ ΑΝΑΣΥΝ∆YΑΣΜΟΥ
(Recombination Signal Sequences - RSS)



Κανόνας 23/12

CACAGTG ACAAAAACC GGTTTTTGT CACTGTG5’
Vλ

7-µερές 7-µερές9-µερές 9-µερές

23 12

C --- G
C --- G
A --- T
A --- T
A --- T
A --- T
A --- T
C --- G
A --- T

G --- C
T --- A
G --- C
A --- T
C --- G
A --- T
C --- G

23 12

Jλ

5’
Vλ Jλ

3’

3’



Mηχανισµοί  V-J αναδιάταξης 

V

7 995’ 7 3’
J

V
75’ 7 3’

J

9 9

Eλλειπτικός Αντιστροφή

5’ 9
V

79 7 3’
J

5’
V

79

9 7 3’
J

7
7

9

9

V5’

J

9
9

7 7

V
5’ 3’

J

V
5’ 3’

J
V

5’ 3’
J



Αποµόνωση κυκλικού DNA από θυµοκύτταρα στα οποία το DNA που 
κωδικοποιεί τις αλυσίδες του TCR υφίσταται V-D-J και V-J γονιδιακή 

αναδιάταξη
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2. Σωµατικός ανασυνδυασµός – Αναδιάταξη γονιδίων

3. Μεταβλητός ανασυνδυασµός (Junctional diversity)



3. Μεταβλητός ανασυνδυασµός (Junctional diversity)



Ελλείψεις νουκλεοτιδίων στις συνδέσεις

Aλληλουχία βλαστικής 
σειράς (germline)

C C C C C CVk21 T G G Jk1

C C C C C CC C C T G G T G G Pro-Try

C C CC C C C C C C G GT G G Pro-ArgΑλληλουχία κατά 
την έκφραση C C CC C CC C C T G G C C G Pro-Pro

C C CC C CC C C T G G C C C Pro-Pro

Αλληλουχία εκτός 
πλαισίου ανάγνωσης C C C C C C T G G C C CC C C T G G

V1       D  J        C

V1       D  J        C

Αφαίρεση νουκλεοτιδίων από νουκλεάσες 



Παραγωγικές και µη-παραγωγικές αναδιατάξεις

C A C T G T G G T G G A C T A G G

C A C T G T GG A G G A T G C T C C

1

2
3

4

5

Jk

RSS

RSS

1 G A G G A T G C G A C T A G G
Glu    Asp    Ala    Thr    Arg

Vk

G A G G A T G G C G A C T A G 
Glu    Asp    Gly    Thr    Arg2Παραγωγική αναδιάταξη

G A G G A T T G G A C T A G G
Glu    Asp    Trp    Thr    Arg3

G A G G A T G C G G A C T A G
Glu    Asp    Ala    Asp   stop

4
Μη-παραγωγική αναδιάταξη

G A G G T G G A C T A G
Glu    Val     Asp   stop

5



Κατά τον αλληλικό αποκλεισµό στο κύτταρο εκφράζονται µόνο η µια βαριά και η µια ελαφριά 
αλυσίδα της ανοσοσφαιρίνης από τον ένα γονέα. 

Το Β κύτταρο έχει µια µόνο αντιγονική ειδικότητα.



Αλληλικός αποκλεισµός
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4. Προσθήκη Ν-νουκλεοτιδικής περιοχής



Μηχανισµός Προσθήκης P- νουκλεοτιδίων



Μηχανισµός Προσθήκης N- νουκλεοτιδίων

Ακροτελική δεοξυνουκλεοτιδυλο-
τρανσφεράση (ΤdΤ)



Περιοχή προσθήκης Ν νουκλεοτιδίων

C C A
+

Τ C Α C CVHΑλληλουχία βλαστικής 
σειράς (germline)

G A C DHΤ

Noυκλεοτίδια Ν περιοχής

Τ C Α C CVH C C A Τ G A C DH Ser-Pro-His-AspΑλληλουχία κατά 
την έκφραση

V1       D  J        C

V1           D  J        C

Προσθήκη νουκλεοτιδίων ή περιοχή Ν
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5. Σωµατικές µεταλλαγές (Somatic mutations)



Σωµατικές µεταλλαγές στα V γονίδια των ανοσοσφαιρινών 
(Somatic mutations)



Σωµατικές µεταλλαγές στα V γονίδια των ανοσοσφαιρινών 
(Somatic mutations)

KD
10-7 M
2.8

CDR1       CDR2          CDR3
J3
J3
J3
J3
J3
J4
J4
J4
J2

J3
J3
J3
J3

J3

J3

J2
J4

J4
J4

CDR1       CDR2          CDR3

2.8
2.8
3.7
3.6
4.0
2.8
0.8
3.8

<0.03
<0.03

VH VLΑνοσιακή 
απάντηση

7η µέρα
Πρωτογενής

0.4
0.814η µέρα

Πρωτογενής
0.2
0.1

0.9
∆ευτερογενής 0.02

1.1

Τριτογενής

<0.03
D    J

Mεταλλαγές:
•Σε όλες τις βάσεις
•Μεταλλαγή µετάπτωσης (transition): Pu      Pu, Py     Py (A    G, C     T)
•Μεταλλαγή µετατροπής (transversion): Pu       Py, Py      Pu
•Eνθέσεις
•Ελλείψεις

∆ιαφορετικό νουκλεοτίδιο

Μεταλλαγή που οδηγεί σε διαφορετικό αµινοξύ
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ΣΥΝ∆ΥΑΣΤΙΚΗ ΣΥΝ∆ΕΣΗ ΑΛΥΣΙ∆ΩΝ

Π.χ. Εαν υπάρχουν 

104 διαφορετικές ελαφριές αλυσίδες και

104 διαφορετικές βαριές αλυσίδες 

µπορούν να παραχθούν θεωρητικά 108 διαφορετικά αντισώµατα 



ΡΕΠΕΡΤΟΡΙΟ Β ΚΥΤΤΑΡΩΝ
Στο ποντίκι

Ελαφριά αλυσίδα

Μηχανισµός ποικιλότητας Βαριά αλυσίδα κ λ

Αριθµός γονιδιακών τµηµάτων

1. Πολλαπλά γονιδιακά τµήµατα

V 300-1000 300 2

D 13 0 0

J 4 4   4

Πιθανός αριθµός ανασυνδυασµών

2. Αναδιάταξη V-J και V-D-J 300 Χ 13 Χ 4 =1.6 Χ 104 300 Χ 4=1.2 Χ 103 2 Χ 3 = 6

3. Μεταβλητός ανασυνδυασµός + + +

4. Προσθήκη Ν νουκλεοτιδίων + - -

5. Σωµατική µεταλλαγή + + +

6. Συνδυαστική σύνδεση >1.6 Χ 104 Χ (>1.2 Χ 103+>6) =>>1.9 Χ 107



Locations of promoters, enhancers, & silencers in mouse heavy
chain, κ chain and λ light chain germline DNA.

Variable gene rearrangement moves an enhancer close enough to a promoter to activate transcription 
from the promoter. 

Hence, DNA rearrangement greatly accelerates immunoglobulin gene transcription

Transcription factors that are important for immunoglobulin gene expression

Oct 2 B-cell specific transcription factor

E2A alternatively spliced to give rise to two collaborating proteins. E2A proteins are essential for B-
cell development. No B cells in E2A knock-out mice. 

Expression of E2A in a T-cell line results in a dramatic increase in the transcription of µ chain mRNA
and induction of T cells to undergo DHJH joining.



Proposed mechanism for class switching induced by IL-4 in rearranged
immunoglobulin heavy chain genes



Expression of membrane & secreted forms of immunoglobulin heavy chain



Alternative splicing regulates production of membrane-bound versus secreted µ
heavy chain



“Μαγικές σφαίρες” = αντισώµατα

Ο Paul Ehrlich, στις αρχές του προηγούµενου αιώνα, διετύπωσε τη θεωρία των 
υποδοχέων (σήµερα γνωστοί ως αντισώµατα) που εκκρίνονται από κύτταρα του 
ανοσοποιητικού συστήµατος ως απάντηση σ΄ένα ξένο  αντιγόνο.



C περιοχή

∆οµή και λειτουργία των ανοσοσφαιρινών

ΙgG

Πρόσδεση του Fc
υποδοχέα

Πρόσδεση 
συµπληρώµατος

VH
VL

Cγ1

Cγ2

Cγ3

CL

V περιοχή

Fc

Πρόσδεση 
αντιγόνου

V-περιοχή

Σταθερή 
περιοχή

ΝΗ2

CΟΟΗ

Fab

Fab

Fab

Fv

Fv

Fv



∆οµή V περιοχών των ανοσοσφαιρινών

VH CH

VL CL

FR1 FR2 FR3        FR4
CDR1    CDR2        CDR3

FR: Framework Region = περιοχή πλαισίου
CDR: Complementarity Determining region =    

περιοχή που καθορίζει συµπληρωµατικότητα

VH
VL

V-περιοχή

Σταθερή 
περιοχή

ΝΗ2

CΟΟΗ



Moνοκλωνικά αντισώµατα (mAbs)
1975: Köhler και Milstein – τεχνολογία µονοκλωνικών αντισωµάτων

(µία κυτταρική σειρά µπορεί να εκκρίνει αντισώµατα µιάς ειδικότητας, 
δηλαδή να αναγνωρίζει ένα συγκεκριµένο αντιγόνο)

Το νεοπλασµατικό 
κύτταρο διαιρείται 
επ’ άπειρον αλλά 
δεν παράγει mAbs

Το Β-λεµφοκύτταρο 
ενός ζώου το οποίο 
έχει ανοσοποιηθεί µε 
ένα αντιγόνο παράγει 
το ειδικό αντίσωµα, 
αλλά δεν διαιρείται επ’ 
άπειρον.

ΣΥΝΤΗΞΗ ∆ΥΟ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

Το υβριδικό κύτταρο 
παράγει ειδικό αντίσωµα 
και διαιρείται επ’ άπειρον.



Χρήση µονοκλωνικών αντισωµάτων

Βιοµηχανία: Μαζική παραγωγή αντισωµάτων

‘Ερευνα: Λειτουργική ανάλυση µορίων (βιοχηµική και 
µικροσκοπική ανίχνευση και αποµόνωση, 
διερέυνηση λειτουργίας) 

Αναγνώριση µεµβρανικών δεικτών (χαρακτηρισµός 
συγκεκριµένων κυττάρων κλπ)

∆ιαγνωστική και Θεραπευτική Ιατρική:
Ανοσοδιάγνωση (λοιµωδών ή συστηµατικών 

νοσηµάτων µε προσδιορισµό ειδικών 
αντιγόνων ή αντισωµάτων, διαγνωστική 
απεικόνιση όγκων, κλπ)

Ανοσοθεραπεία (θεραπεία όγκων, µεταµόσχευση 
οργάνων, εµβόλια κλπ)



Προβλήµατα από τη χρήση µονοκλωνικών 
αντισωµάτων στην ιατρική

• Ευαισθητοποίηση του οργανισµού µετά την in vivo χορήγηγη 
ξενογενών µονοκλωνικών αντισωµάτων

• ∆υσκολία δηµιουργίας φυσικής αλληλεπίδρασης µεταξύ του αντισώµατος 
και του αντιγόνου στόχου

• Αλλαγή στη δοµή του αντιγόνου

• Χαµηλή συγγένεια

• Μη ικανοποιητικός ισότυπος

• Μη ικανοποιητικός χρόνος ηµιζωής

• Μικρή παραγωγή

• Υψηλό οικονοµικό κόστος



Aνάγκη κατασκευής ανασυνδυασµένων αντισωµάτων 
ή τµηµάτων αντισωµάτων

ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΜΗΧΑΝΙΚΗ

•Κατασκευή ανοσοσυµβατών αντισωµάτων 
•Αλλαγή χρόνου ηµιζωής
•Αλλαγή ισοτύπου
•Aύξηση συγγένειας και ειδικότητας
•Kατασκευή αντισωµάτων µε δύο ειδικότητες
•Kατασκευή µορίων που έχουν και άλλες ιδιότητες
•Αλλαγή λειτουργικότητας
•Eύκολη, γρήγορη, µαζική παραγωγή
•Χαµηλότερο οικονοµικό κόστος



Τροποποιηµένα αντισώµατα

Υβρίδωµα από ποντίκι In vitro βιβλιοθήκες αντισωµάτων
∆ιαγονιδιακά ποντίκια
Ανθρώπινα Υβριδώµατα

ποντικίσιο χιµαιρικό ανθρωποποιηµένο ανθρώπινο

Γενετική µηχανική
Κλωνοποίηση V γονιδίων

Mεταµόσχευση CDR τµηµάτων
Ευκαρυωτική έκφραση



Κατασκευή χιµαιρικών αντισωµάτων



Κατασκευή χιµαιρικών και υβριδικών µονοκλωνικών 
αντισωµάτων µε τεχνικές ανασυνδυασµένου DNA



Aνθρωποποιηµένa αντισώµατα

Ab ποντικού
Ab ανθρώπου

Ab χίµαιρα
Fv

Ab ανθρωποποιηµένοCDRs



Ανασυνδυασµένα τµήµατα αντισωµάτων

CH1

VH

CL

VL

H

CH3

CH2

CH1

VH

CL

VL

H

CH3

CH2

-S-S- -S-S-

-S-S-
-S-S-

IgG

VL     VH

CH1

VH

CL

VL

-S-S-

Fab

NH2 NH2

COOHCOOH

VL     VH

CH1
CL     

scFv 
(single chain Fv)

VHVL

NH2

COOH

VH VL

NH2

COOH

VHVL

Fv

NH2 NH2

COOH COOH

VH
VL     



Νεότερες τεχνολογίες Fv τµηµάτων

Γονίδια                                         Μορφή

Diabody

Triabody

scFv



Εκφραση των scFv και Fab τµηµάτων των αντισωµάτων
στην επιφάνεια νηµατοειδών φάγων.

VH VL

pIII

scFv
VLVH

CΗ CL

pIII

Fab



Μολυσµατικός κύκλος νηµατοειδών φάγων.

RF

+
κλώνος

κυτταρόπλασµα

pII,  pX
pII,  pX

Εισβαλόµενο
ιοσωµάτιο

pV-ssDNA

ιοσωµάτιο
pIII

pVIII

pVI

pVII

pIX

pV

Εκβαλόµενο
ιοσωµάτιο

περίπλασµα

+
κλώνος



∆ιαλυτή έκφραση τµηµάτων αντισώµατος σε E. coli

periplasm

pelB

VH

CH1

pelB

VL

CL

Coat 
protein 

III

C

NCN

VL

CH1

VH

CL

ampR

pHEN1

(µερική λύση της 
κυτταροπλασµατικής 

µεµβράνης)



Κατασκευή scFv τµήµατος του αντισώµατος

υβρίδωµα

mRNA
AAA

RT µε ειδικά Ig εναρκτήρια µόρια

cDNA
AAA
PCR µε ειδικά Ig εναρκτήρια µόρια

VH VL

Linker

VH VL

pIII

φαγεµίδιο

lacZ pelB      scFv

scFv

Εισαγωγή περιοριστικών θέσεων

∆ιαλυτή έκφραση 
στο υπερκείµενο 
της καλλιέργειας



Kατασκευή Fab βιβλιοθήκης φάγων από Β 
λεµφοκύτταρα

Αποµόνωση RNA
Σύνθεση  cDNA

Ενζυµική ενίσχυση (PCR)

Προσθήκη περιοριστικών θέσεων

Κλωνοποίηση στο φαγεµίδιο 
pComb3H

RT µε ειδικά Ig εναρκτήρια µόρια

PCR µε ειδικά Ig εναρκτήρια µόρια

B κύτταρα 

AAA

cDNA

AAA

VH-CH1

lacZ lacZ pelB VH-CH1            VL-CL

ΦαγεµίδιοpComb3H

pIII

mRNA

VL-CL

VL-CLVH-CH1

pelB

Στάδια PCR: 2
Εναρκτήρια µόρια PCR: 26
Συνδέσεις:  2

B λεµφοκύτταρα

Βιβλιοθήκη: 1-5X107 cfu/µg DNA

Πολυπλοκότητα βιβλιοθηκών

Αποµόνωση των ειδικών φάγων - αντισωµάτων µε
“panning”



Παρασκευή 
διαλυτού Fab

Xαρακτηρισµός Fab

Αποµάκρυνση µη-ειδικών φάγων-
αντισωµάτων 

5-10 φορές

Στρατηγική κλωνοποίησης ανθρώπινων 
µoνοκλωνικών τµηµάτων αντισωµάτων από 

βιβλιοθήκες φάγων-αντισωµάτων

Β λεµφοκύτταρα περιφερικού, µυελού των 
οστών, σπληνοκύτταρα, κλπ

RNA

PCR, κατασκευή βιβλιοθήκης

Επιµόλυνση 
βακτηρίων µε τους 
εκλουόµενους φάγουςΑντιγόνο

πολλαπλασιασµός





Επιλογή των Fabs (Panning)

(Εµπλουτισµός φάγων / κύκλο επιλογής)

0,1

1

10

100

0 2 4 6



∆ιαλυτή έκφραση των scFv και Fab 
τµηµάτων των ανοσοσφαιρινών

pIII

VLVH

CΗ CL

Fab

Lac Z 
promoter

RIBS
Omp A

Light chain

stop RIBS pelB

Heavy chain

stopstopGene III (aa230-406)

Spe I                                 Nhe I
deletion

VLVH

CΗ CL

Fab

E.coli

Από την επιφάνεια των νηµατοειδών φάγων Στo περίπλασµα της E.coli



Αντιγόνο

Βλαστικό 
κύτταρο

Μη ανασυνδυασµένα 
V-γονίδια

1, 2

Β κύτταρο

Πλασµατο-
κύτταρο

Κύτταρο 
µνήµης

Β κύτταρο Αντιγόνο

3
4

5

Ανασυνδυασµένα V-
γονίδια

E. coli

V-γονίδια
1

2

Αντιγόνο
Αντιγόνο

E. coli

3

4

5

V-γονίδια σε φαγεµίδιο



Κατασκευή επιθυµητού µορίου

mAb κατασκευασµένα µε τον παραδοσιακό 
τρόπο

ανοσοποίηση µε αντιγόνο-στόχο

Ab εκφρασµένα στην επιφάνεια της ουράς του 
φάγου 

Αb από διαγονιδιακά ποντίκια
ανοσοποίηση µε αντιγόνο-στόχο

Αποµόνωση σπληνοκυττάρων

Βιβλιοθήκες 
αντισωµάτων
σε φάγους

Κατασκευή υβριδωµάτων

Επιλογή στο αντιγόνο-
στόχο

Κατασκευή υβριδωµάτων

∆ιαλογή ∆ιαλογή ∆ιαλογή 

Αποµόνωση καλύτερου mAb
∆ηµιουργία ποικιλόµορφων

Αποµόνωση καλύτερου mAb

Επιλογή στο αντιγόνο-
στόχο

Χιµαιρικό Αb Ανθρωποποιηµένο Ab

Περιορισµένος αριθµός 
τροποποιήσεων

∆ιαλογή (εκατοντάδες)

Ανθρωποποιηµένο mAb: 90-95% ανθρώπινο
Χιµαιρικό mAb: 60-70% ανθρώπινο Πλήρως ανθρώπινο mAb

Πλήρως ανθρώπινο mAb

H εξειδίκευση και η συγγένεια εξαρτάται 
από το αρχικό mAb 

που προέρχεται από το τρωκτικό

H εξειδίκευση, η συγγένεια και η βιολογική 
ενεργότητα εξαρτάται από την ελεγχόµενη 

διαδικασία επιλογής 

H εξειδίκευση και η συγγένεια εξαρτάται 
από την ανοσολογική απάντηση του 

διαγονιδιακού ποντικού

∆
Η
Μ
Ι
Ο
Υ
Υ
Ρ
Γ
Ι
Α

Α
Ρ
Χ
Ι
Κ
Ο
Υ

mAb

Π
Ε
Ρ
Α
Ι
Τ
Ε
Ρ
Ω

Χ
Ε
Ι
Ρ
Ι
Σ
Μ
Ο
Ι

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ

Αποµόνωση σπληνοκυττάρων



∆ΙΑΓΟΝΙ∆ΙΑΚΑ ΑΝΘΡΩΠΟΠΟΙΗΜΕΝΑ ΠΟΝΤΙΚΙΑ
• Τα ενδογενή γονίδια των ανοσοσφαιρινών έχουν αδρανοποιηθεί
• Φέρουν γονιδιακούς τόπους των ανθρώπινων γονιδίων των ανοσοσφαιρινών



Αποµόνωση ανθρώπινων αντισωµάτων από «ανθρωποποιηµένα» 
ποντίκια



Ιn vitro ωρίµανση συγγένειας

“chain shuffling”

1η βιβλιοθήκη 2η βιβλιοθήκη 3η βιβλιοθήκη



Η in vivo διάγνωση αναπτύσσεται κυρίως µε τµήµατα
αντισωµάτων scFv

• Γρήγορη προσέγγιση του όγκου 
(τo scFv 7 φορές γρηγορότερα από το Fab)

• Καλύτερη απεικόνιση του όγκου

• Γρήγορη αποµάκρυνση από τα όργανα, ιστούς

• Αυξηµένο ποσοστό που προσεγγίζει τον στόχο 



Θεραπευτική προσέγγιση µε
ανασυνδυασµένα αντισώµατα

I. Mεταµόσχευση οργάνων, ιστών

II. Προστασία έναντι ιών

III. Ογκολογία

IV. Aυτοάνοσα νοσήµατα





CD4

Ανοσολογικά χαρακτηριστικά της απόρριψης

Κυταροτοξικότητα 
µεσολαβούµενη από τα 

κύτταρα

Κυταροτοξικότητα 
µεσολαβούµενη από τα 
κύτταρα εξαρτώµενη από 

αντίσωµα (ADCC)

Λυτική βλάβη 
Αγγειακή 
θρόµβωση

Φλεγµονώδεις 
διαµεσολαβητές

κυτταροκίνες
ΙL-2
TNFγ

ΙL-2
IL-4
IL-5

TNFβ
IFNγCD8

ΤΗ

ΤC

Eνεργοποίηση   Αντίσωµα       Συµπλήρωµα

Επιδράσεις στο µόσχευµα

Κύτταρα µοσχεύµατος

ΤC

ΤC

B
Μφ

ΤΗ

ΑPC



Ανοσοκαταστολή για επιβίωση του µοσχεύµατος

Mεταµόσχευση στο ζώο Εγχυση αντι-CD4 mAb Mεταµόσχευση στο ζώο
+ έγχυση αντι-CD4 mAb

Επιβίωση µοσχεύµατος

Επιβίωση

Χρόνος

Mεταµόσχευση στο ζώο 
ξανά

Επιβίωση µοσχεύµατος

Επιβίωση

Χρόνος

Επιβίωση

Χρόνος

Πρώτη απόρριψη 
µοσχεύµατος Αναµονή µέχρι το 

αντι-CD4 mAb
εξαφανιστεί 

από την κυκλοφορία

Mεταµόσχευση στο ζώο 
ξανά

Mεταµόσχευση στο ζώο

Επιβίωση

Χρόνος

Επιταχυνόµενη (2η)
απόρριψη µοσχεύµατος

Επιβίωση

Χρόνος

Πρώτη απόρριψη 
µοσχεύµατος



ΑΝΤΙ-ΙΙΚΗ ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ

Τα εξουδετερωτικά αντισώµατα είναι σηµαντικά για προστασία µέσω εµβολίων

ιόςΕξουδετερωτικά Ab
(anti-env)

Εξουδετέρωση (προκαλούνται αλλαγές στη διαµόρφωση των πρωτεϊνών του φακέλου ή καψιδίου)

(Πρέπει να έχουν µεγάλη συγγένεια για το αντιγόνο)

Κυτταρική 
προστασία 
από Ab

•εξουδετέρωση
•κυτταροτοξικότητα
µέσω συµπληρώµατος 
και φαγοκυττάρωση 

συµπλήρωµα

Mακροφάγα

ADCC 
και 

φαγοκυττάρωση



Μολυσµένο 

κύτταρο

µόλυνση
Εξουδετερωτικά Ab

Μή-εξουδετερωτικά Ab

Μή-εξουδετερωτικά Ab

Κυτταρική λύση

Αναστολή ιικής 
αντιγραφής

Αναστολή 
απελευθέρωσης 
του ιού

Αναστολή 
µεταφοράς από 
κύτταρο σε 
κύτταρο

∆ραστικοί 
µηχανισµοί µέσω Fc

Κυτταρική 
σηµατοδότηση

Στερική 
παρεµπόδιση;

Στερική παρεµπόδιση;



ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΜΒΟΛΙΩΝ

Τα εξουδετερωτικά αντισώµατα είναι σηµαντικά για προστασία µέσω εµβολίων

Ανθρώπινα 
αντισώµατα Ανθρώπινα 

εξουδετερωτικά 
αντισώµατα

αντιγόνο

Μοριακός 
χαρακτηρισµός της 
αλληλεπίδρασης 
αντισώµαατος-
παθογόνου-αντιγόνου

Σχεδιασµός ανοσογόνου 
και δοκιµασία

Συνδυασµός διαφόρων 
ανοσογόνων = εµβόλιο



ΙΙ. Ογκολογία:

1. Αύξηση δραστικών λειτουργιών

2. Άµεσος οπλισµός των αντισωµάτων

3. Έµµεσος οπλισµός των αντισωµάτων

4. Προ-στόχευση



ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΜΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

ADCC 
(κυτταροτοξικότητα 
µέσω αντισωµάτων)

CDC
(κυτταροτοξικότητα 
µέσω 
συµπληρώµατος)

Καρκινικό κύτταρο

∆ραστικό κύτταρο
(ουδετερόφιλα, µακροφάγα, ΝΚ)

∆ραστικό κύτταρο

Φαγοκυττάρωση 
ή  λύση κυττάρου

Μεταλλαγές και/ή 
τροποποιηµένη γλυκοσυλίωση
(αυξάνουν την πρόσδεση στον FcγR, C1q)

Φαγοκυττάρωση 
ή  λύση κυττάρου

MAC (σύµπλεγµα προσβολής 
της µεµβράνης) λύση

1. Αύξηση δραστικών λειτουργιών



ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΜΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

2. Άµεσος οπλισµός των αντισωµάτων
Το αντιγόνο στόχος πρέπει να εκφράζεται στα καρκινικά κύτταρα και να 
απουσιάζει ή να εκφράζεται σε πολύ χαµηλά επίπεδα στα φυσιολογικά κύτταρα)

κυτταροκίνη

ανοσοκυτταροκίνη

Μικρά µόρια 
ή τοξίνες

Ραδιενεργό στοιχείο

Καρκινικό κύτταρο

• IL-2, IL-12, GM-CSF

•Ενεργοποίηση ανοσoδραστικών 
κυττάρων (Τ, Β, ΝΚ)

• Τοξίνη φυτών: ricin A chain
• Βακτηριακή τοξίνη:

Pseudomonas exotoxin

Μετά την ενδοκυττάρωση 
το µόριο απελευθερώνεται 
από το αντίσωµα και 
ενεργοποιείται.

131Ι, 90yttrium, 186rhodium, 188rhodium: β-σωµατίδια
(κυτταροτοξικά σε µεγάλη ακτίνα)

212Bismuth, 213Bismuth, 211astotine): α-σωµατίδια
(κυτταροτοξικά σε µικρή απόσταση, ειδικά για    

µικροµεταστάσεις και νεοπλάσµατα)

ΙgG

Fab

scFv



ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΜΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

3. Έµµεσος οπλισµός των αντισωµάτων

Η απελευθέρωση χηµειοθεραπευτικών ουσιών που είναι συµπυκνωµένες σε 
κάψουλες σε σύγκριση µε τις ελεύθερες µειώνουν την κυτταροτοξικότητα

Αb δύο 
ειδικοτήτων

Ραδιενεργό στοιχείο, τοξίνη ή 
ανοσοδραστικό κύτταρο

Τµήµα scFv

ανοσολιποσώµατα

Καρκινικό κύτταρο

Φωσφωλιπιδικά κυστίδια

ΙgG

Fab
scFv

Χηµειοθεραπευτική 
ουσία

PEG



ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΜΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

4. Προ-στόχευση

Προφάρµακο

φάρµακο
scFv-ένζυµο

ADEPT (= Ab-dependent enzyme mediated prodrug therapy)

(Το προφάρµακο ενεργοποιείται µόνο µετά την επαφή µε την πρωτείνη 
σύντηξης              ενίσχυση της κυτταροτοξικής δράσης)

στρεπταβιδίνη

Βιοτίνη-ραδιενεργό στοιχείο

Καρκινικό κύτταρο

•Απαιτούνται 2-3 συστατικά και θεραπευτικά στάδια
•Μείωση συστηµατικής τοξικότητας 1. Το Ab στοχεύει τον όγκο

2. Αποβολή των ελεύθερων 
κυκλοφορούντων Ab

3. Χορήγηση ενός κυτταρο-
τοξικού παράγοντα που 
συλλαµβάνεται ή 
ενεργοποιείται από το 
Ab που βρίσκεται είδη 
στον όγκο. 

•4-12Χ αύξηση της 
συγκέντρωσης στους ιστούς

•5Χ µείωση της 
συγκέντρωσης έξω από 
στους ιστούς



Aνοσοθεραπεία µελανώµατος

Στο µελάνωµα υπερεκφράζονται τα γλυκολιπίδια GD2 και GM2

Το ίδιο µελάνωµα µετά 
από τοπική έγχυση αντι-
GD2 και αντι-GM2 Abs

Μελάνωµα το οποίο δεν 
απάντησε σε ακτινοθεραπεία



Πλασµατική 
µεµβράνη

(ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΗ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ)



ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΗ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΑΝΟΣΟΘΕΡΑΠΕΙΑ




	

