Monoklonalis ellenanyagok

1. Bevezetés, antitest, ellenanyag:

Az ellenanyag molekukak nagy része az ugynevezett immunglobulin (IgG) fehérjecsalad
tagjai. Feladatuk, hogy specifikusan az adott antigénhez kapcsolddva, olyan folyamatokat
inditsanak el ami antigén inaktivaldsahoz vezet. Az antitest kotddése szempontjabdl az
antigén két részre oszthatd: fétdmege a passziv hordozo, amelynek feliiletén taldlhatok a
felismerheté kotéhelyek, az epitopok. A szervezet ellenanyagdiverzitisa hatalmas, 10’-10°
nagysagrendii kiilonboz6 epitdppal reagalod antitest eldallitasara képes. Gyakorlatilag minden
egyes fehér vérsejt eltérd antitestet szintetizal.
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1. abra: antitest vazlatos képe

Ahhoz, hogy megértsilk a monoklonalis ellenanyagok szerepét eldszor le kell
fektetniink par alapdefiniciot, amelyeknek a segitségével, sokkal konnyebben megértjiikk ezt
az anyagreszt.

Epitop: Az antigén-molekula azon része, melyhez az antitest kotodik.

Antigén: Azokat az anyagokat nevezziik antigénnek, melyek a gerincesek
szervezetében antitestek (ellenanyagok) termelését, illetve immunvalaszt inditanak el. Az
elnevezést Detre Laszl6 magyar mikrobiologustol szarmazik, vélhetdleg az anti(testet) general
szavakbol. Mara ismertté valt, hogy az immunrendszer nem csak antitestekbdl all. A modern
definici6 szerint minden olyan anyag antigén, amit az adaptiv immunrendszer felismer.
Szorosabb értelemben, immunogén az az anyag, ami valaszt képes kivaltani az
immunrendszerbdl, mig az antigének olyan anyagok, amik specifikus antitestekhez kotddnek.
Nem minden antigén valt ki immunogén valaszt, de minden immunogén egyben antigén is.
Az immunogén valaszt kivaltd antigént komplett vagy teljes antigénnek nevezziik.

Az antigének altalaban fehérjék vagy poliszacharidok, ezek a baktériumok, virusok és
mas mikroorganizmusok testét felépité anyagok, vagy toxinok is lehetnek. A nem mikrobidlis
kiils6 eredetli (exogén) antigének kozé tartozhatnak a pollen, idegen (pl. tej-, tojas-) fehérje,



atlltetett szovetek vagy szervek fehérjéi, beleértve a vératomlesztéskor bejutott vérsejtek fel-
szinén talalhat6 glikoproteineket is.

Az 6nalldoan nem immunogén antigéneket, amelyek csak hordozo (carrier) fehérjéhez
kapcsolodva immunogének, inkomplett antigénnek (félantigénnek vagy hapténnek) nevez-
ziik. A félhaptének vagy haptidok pedig hordozohoz kdtve immunogének, de ellenanyaggal
nem adnak lathatd reakciot. Az ellenanyaghoz specifikusan kapcsoldédva képesek gatolni an-
nak a teljes antigénnel valé reakciojat, ezért hivjak ezeket blokkol6 antigénnek is.

Ellenanyag: Az ellenanyagok olyan fehérjemolekuldk, amelyeket az immunrendszer
termel annak érdekében, hogy felismerje és semlegesitse a szervezetbe kertilt idegen anyago-
kat, mint példaul a baktériumokat vagy virusokat. Minden egyes ellenanyag egy idegen mole-
kula egyedi részét (epitop) ismeri fel és kotddik hozza. Az ellenanyagok az immunrendszer
humordlis immunvalasza soran keletkeznek. Az immunglobulinok olyan glikoproteinek az
immunglobulin szupercsaladban, amelyek ellenanyagként funkciondlnak. Az ellenanyag ¢és
immunglobulin elnevezéseket gyakran egymads helyettesitésére hasznaljdk. Eléfordulnak a
vérben és a szoveti folyadékban, csakligy, mint szamos valadékban. Szerkezetiiket tekintve
rendszer B sejtjeibdl szarmazo plazmasejtek termelik és valasztjak ki. A folyamat soran a B
sejtek a nekik megfeleld antigént megkotik, aktivalédnak és plazmasejtté differencialédnak.
Az aktivalodashoz rendszerint a T helper sejtek tdmogatasa is sziikséges.

Az immunglobulinok nagy molekulaméreti plazmafehérjék, melyekhez gyakran cu-
korlancok kapcsolddnak (lasd glikozilacio) az N-terminalis (mindegyik ellenanyag) €s elvétve
az O-termindlis (IgA1 és IgD) aminosav-oldallancokhoz. Az ellenanyagok alapvaza egy mo-
nomer, de az ellenanyagok lehetnek monomer, dimer, trimer, tetramer, pentamer formaban is.
A monomer egy "Y"-alakii molekula, amely két egyforma nehéz lancbol ¢és két egyforma
konnyii lancbol all. Az egyes lancokat egymassal diszulfid-hidak kotik 6ssze.

Emlosok esetén a nehézlancnak o6t tipusa van: vy, 8, a, p és & Ezek az
immunglobulinok osztalyat hatarozzak meg. Az a és y nehézlancok kb. 450 aminosavbol, mig
a | ¢és € kb. 550 aminosavbol allnak. Minden nehézlancnak egy konstans régidja van, amelyik
azonos az adott osztalyba tartozd6 immunglobulinok esetén, és egy variabilis régioja, amely
eltér6 az egyes B sejtek immunglobulinja esetén, de azonos az adott B sejt altal termelt
immunglobulinok vonatkozasaban. A vy, a és & nehézldncok konstans régidja harom
doménbél és egy kapocs régiobol (hinge) all; a p és & nehézlanca 4 doménbdl all. A
varidbilis domént — minden nehézlanc esetén — egy domén alkotja. Ezek a domének kb. 110
aminosav hosszuak.

A konnytlancok csupan két tipusat ismerjiik: A és k. Emberben ezek hasonléak
egymashoz, de minden egyes immunglobulinban csak egyikiik fordul el6. Minden kénnytilanc
két doménbdl 4ll, egy konstans és egy varidbilis domén alkotja. A konnylilancok
hozzavetdlegesen 211-217 aminosavbdl allnak.

Az "Y"-alaki monomer két nehéz- ¢és két konnyii lancbdl all. Ez 6sszesen hat-nyolc
konstans domént és négy variabilis domént jelent. Az "Y" 4gainak végeit Fab fragmensnek
hivjak, ami a nehéz- és a konnyli-lanc egy-egy variabilis és konstans doménjébdl all és egyiit-
tesen alkotja az antigén kotd helyet a monomer N-terminalis végén. A két varidbilis domén a
nekik megfeleld antigént koti.

A papain (enzim) a monomert két Fab (fragment antigen binding) fragmensre és egy
Fc (fragment crystallizable) fragmensre hasitja. Egy masik endopeptiddz, a pepszin a
kapocsrégio alatt hasitja a molekulat, igy egy F(ab)2 fragmens ¢és egy Fc fragmens keletkezik.
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2. abra: 1eG domének

Osszefoglalva, a szervezetben taldlhaté immunglobulinok az antigének rendkiviil
széles korét tudjak megkdtni. Ezt a diverzitast az in. szomatikus rekombinacié hozza létre.
Ebben a folyamatban bizonyos gének (variabilis (V), diverzitas (D) és kapcsolo (joining; J) a
nehézlanc, ill. csak V és J gének a konnyiildnc esetén ) szinte végtelen kombinacid révén
kapcsolodnak. Ezzel a folyamattal a V, D, és J régiok kapcsoldodasa a variabilis régiot
diverzitasat biztositja, ami magyardzza, hogyan generdl immunglobulint a B sejt szinte
végtelen szamu eltérd antigénnel szemben.

Az Fc fragmens, ami az "Y" alapjat adja, két nehézlancbol all, és két, ill. harom do-
ménbdl all (attol fiiggden, hogy milyen izotipusrdl van sz6). Az Fc rész a kiilonb6z6 sejtek re-
ceptoraihoz és a komplement proteinekhez kapcsolodik. A kapcsolodas kovetkeztében az el-
lenanyag kiilonbozd hatasokat valt ki, mint példaul opszonizacid (lefedés), sejtlizis, degranu-
lacio (hizdsejt, basofil- €s eozinofil-granulocitdk) és egyéb folyamatokat. A nehéz- ¢s konnyii-
un. egylancu varidbilis fragmenst (single chain variable fragment; scFv), amely az eredeti
immunglobulin antigénk&td képességét mutatja.

Az immunglobulin koncentracié megkdzelitdé mennyiségi meghatdrozasat a vérfehér-
jék elektoforézisével végzik. Ezzel a modszerrel a vérplazma fehérjéket albuminra, alfa-glo-
bulinokra (1 és 2), béta-globulinokra (1 és 2) valamint gamma-globulinokra valasztjak szét,
toltésiiknek és méretiiknek megfeleléen. Az immunglobulinok a gamma régidoban vannak. Mi-
eloma és néhany mas betegség esetén egy adott immunglobulin rendkiviil nagy koncentracio-
ban van jelen, ami monoklondlisnak tekinthetd, és elektroforézissel egy éles savot ad.

1.1 Izotipusok

Az immunglobulinokat a nehézlanc konstans doménjai alapjan 6t osztalyba, vagy izoti-
pusba sorolhatjuk: IgG, IgA, IgM, IgD, és IgE. (A konnyl lancnak is vannak izotipusai —
lambda ¢és kappa —, de ezek nem mddositjdk az immunglobulinok osztdlyba sorolasat, ezért
gyakran figyelmen kiviil hagyjak 6ket). Az immunsejtek egy része ezekkel az immunglobuli-
nokkal annak alapjan tud kapcsolodni, hogy milyen, az IgG, IgA, IgM, IgD, és IgE konstans
részéhez kapcsolodo receptort fejez ki a sejt felszinén. Egy B limfocita altal termelt ellena-



nyagok a nehézlanc vonatkozéasaban kiillonbozhetnek egymastol, illetve el6fordul, hogy
ugyanakkor tobb osztalyba tartoz6 immunglobulint is termel a sejt.

Mindazonaltal ezek az immunglobulinok megegyeznek az antigénkotd képességiik szem-
pontjabol, amit a variabilis régio kodol. Ahhoz, hogy az 6riasi szamu kiilonb6zd specificitast
ellenanyag megjelenjen a szervezetben és védje azt a szamtalan idegen anyaggal szemben,
szervezetiink sok millio, egymastdl eltéré B limfocitat allit eld. Fontos tisztazni, hogy ameny-
nyiben egy olyan rendszer biztositand ezt a sokszintliséget, amelyben minden egyes eltérd va-
ridbilis szakaszt egy 6nallo gén kodolna, akkor a teljes genom sem lenne elég erre a célra. Ez-
zel szemben, amint azt Susumu Tonegawa 1976-ban kimutatta, a B limfocak genomjanak
egyes részeiben olyan szerkezeti valtozasok (gén-rekombindcidos folyamatok) zajlanak le,
amelyek az immunglobulinok valtozékonysagat biztositjak. Tonegawa ezért a felfedezéséért
orvosi Nobel-dijat kapott 1987-ben.
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3. abra: Izotipusok

IgM

Az IgM olyan polimer szerkezetli molekula, amelyben t6bb monomer immunglobulin
kovalens kotéssel, diszulfid-hid révén kapcsolodik egymassal, altalaban pentamert, ritkdn he-
xamert képezve. A polimer szerkezet miatt a molekula igen nagy méretii, molekulatomege
eléri a 900 kD-t (pentamer forma). A pentamerhez a legtobb esetben egy un. J lanc is kapcso-
l6dik, mig a hexamerben térszerkezeti okok miatt J lanc nem talalhatd. Tekintettel arra, hogy
minden egyes monomer két antigént képes megkotni, egy pentamer IgM molekula elméletileg
10 antigén megkdtésére képes, bar a valésagban ez az allapot az antigének térbeli gatldsa mi-
att nem kovetkezik be. Nagy mérete miatt nehezen keriil ki a vérarambdl, és ezért a szovetko-
zi térben kis koncentracioban van jelen. Az IgM elsddlegesen a vérszérumban taldlhatd, bar a
hozza kapcsolodo J lanc miatt a nyalkahartyak feliiletére is szekretalodik. Polimer szerkezete
miatt nagy aviditassal (= tobb ponton kapcsolddd molekulak esetén az eredd kotéserdsség, az
egyes kotések affinitasanak Osszege) koti az antigéneket, és ugyancsak hatékony a komple-
kodold génszakasz (p) kozvetleniil a variabilisért felelds gének utan helyezddik el, és ezért a
B limfocitdk érése sordn bekodvetkezd rekombindcids mechanizmusok eredményeképpen az
IgM lesz az els6 immunglobulin, amelyet a sejt kifejez.



IgD

Az IgD a legkisebb mennyiségben termelddé immunglobulin. Az érett, de még anti-
génnel nem taldlkozott (naiv) B limfocitdk sejtmembranjaban a fehérjék 1%-at alkotja (és az
IgM-el egyiittesen fejezddik ki), ill. a szérumban is igen kis mennyiségben van jelen. Az IgD
szerkezetileg monomer immunglobulin, és a 6 nehézlanc alkotja. Szerepe egyelére nem is-
mert, s6t azok a kisérleti egerek, amelyek nem termelik ezt az immunglobulint teljesen egész-
séges immunrendszerrel rendelkeznek.

IeG
Az IgG egy olyan monomer immunglobulin, amely két nehéz- és két konnyli-lancbol

all. Minden molekula két antigént képes megkotni. Ez a legnagyobb mennyiségben eléfordulo
immunglobulin, amely mintegy felerészben a vérben, illetve a szovetek kozti folyadékban ta-
lalhatd. Az immunglobulinok koziil csak ez az izotipus képes a méhlepényen (placentan) ke-
resztiil a magzatba jutni. Ez a folyamat — amit anyai immunitasnak is nevezziink — biztositja,
hogy az élet elsd néhany hetében az immunoldgiai értelemben is éretlen Ujsziilott legydzze a
kornyezetében jelenlévd korokozokat. (Az elsd heteket kdvetden a csecsemd sajat maga ter-
meli az ellenanyag-molekuldkat, amelyekkel képes a sajat szervezetének védelmére.) Az IgG
szdmos patogénhez kapcsolodik, igy virusokat, baktériumokat és gombdkat kot, és veliik
szemben megvédi a szervezetet egyrészt a komplement rendszer aktivalasaval (klasszikus ut),
masrészt a korokozok opszonizacidjat (fagocitdzis) €s toxinjaik semlegesitését okozza. Em-
berben 4 alosztalya talalhat6: IgG1 (66%), 1gG2 (23%), IgG3 (7%) and 1gG4 (4%). -az IgGl,
IgG3 és IgG4 konnyen keresztiiljut a placentan. Az 1gG3 a leghatékonyabb komplement-akti-
valo, ezt koveti ebbdl a szempontbol az IgG1 és [gG2. Az IgG4 nem aktivalja a komplement
rendszert. - az [gG1 ¢s az [gG3 erdsen kotddik a fagocita sejtek Fe receptordhoz. Az IgG4 ko-
tési képessége (affinitds) kozepes, mig az [gG2 affinitasa rendkiviil alacsony.

4. abra: 1oG izotipus szerkezete
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5. abra: I1gG izotipus részletes szerkezete

IgA

Az IgA a vér immunglobulinjainak 15-20%-at képviseli, bar alapvetden a kiilonb6zd
nyalkahartyak (Iégzérendszer, gyomor- és bélcsatorna, nemi utak) felszinére szekretalodik.
Szintén eléfordul az anyatejben, konnyben és a nyalban. Ez az immunglobulin a testfelszinre
jutott, lenyelt vagy belégzett patogénekkel szemben fejti ki védo tevékenységét. Az IgA nem
aktivalja a komplement rendszert és csak kismértékben opszonizal (fagocitozis eldsegitése). A
vérben keringd IgA jelentds része monomer, de dimer szerkezet is talalhatd beldle. A nehéz-
lancot az a génszakasz kodolja a genomban. Ember esetén két alosztalya fordul eld, az IgA1l
(90%) ¢és az IgA2 (10%) amelyek a konstans régid dsszetételében kiilonboznek. Az IgAl a
tobbi immunglobulinhoz hasonlit, mig az IgA2 molekuldban a nehéz- és konnyti-lancok nem
a kovalens diszulfid-hiddal, hanem nem-kovalens kotésekkel kapcsolddnak. Bar az IgA2 szé-
rumban alacsonyabb mennyiségben van jelen, a szekrétumokban dominal.

A szekrétumokban talalhatd IgA dimerként van jelen. A két monomer IgA molekula
mellett tovabbi két peptidlanc is megtalalhato benne: ezek egyike a J lanc ("join"; kapcsold),
amely a két monomer IgA-t 6sszekoti. A masik peptidlancot szekretoros komponensnek hiv-
jék, melyet a nyalkahartya epitél sejtje termel és akkor kapcsolodik a dimer IgA-ra, amikor az
egy sajatos mechanizmus révén a sejten keresztiil a nyalkahartya felszinére keriil. Szamos
esetben nemcsak dimer, de trimer és tetramer [gA-t is ki lehet mutatni.

IgE
Az IgE egy olyan monomer immunglobulin molekula, amelynek nehézlancat az € gén-

szakasz kodolja. Jelentds mértékben glikozilalodik, molekulamérete: 190 kD. Az IgE moleku-
la olyan erésen kotddik a basofil granulocitak €s a szoveti hizosejtek felszinén 1évo recepto-
rokhoz, hogy a termelddését kovetden szinte csak ott lehet kimutatni, a vérbeli koncentracidja
rendkiviil alacsony. Az IgE alapvetd szereppel bir az azonnali tulérzékenységi reakcidban és a
parazitak (férgek) elleni immunitasban. Nem aktivalja a komplement rendszert, hdre érzé-
keny.



2. Monoklonalis antitestek:

2.1 Bevezetés

Monoklonitasrol akkor beszélhetiink, ha az ellenanyag molekulak egyetlen B-limfocita
klon termékei. Homogének (antigénspecifitas, affinitds, izotipus) szempontjabol. Nagy elo-
nyiik, hogy igen nagy mértékben kiszamithatd hatassal és kevés mellékhatassal rendelkeznek.
Elénye a poliklondlis ellenanyaggal szemben, hogy a meghatarozott specificitast és izotipusu
ellenanyagok nagy mennyiségben €s azonos mindségben (,,pharmacology-grade”) allithaték
eld. Jelentds szerepiik a biokémia, a molekularis genetika, és a gyogydszat teriiletein van.

A monoklonalis antitestek (MAb vagy Moab) a monospecifikus antitestek, amelyek
azonosak, hiszen egyféle immunrendszerbeli sejt klonok termékei, egyetlen sejtostél szarmaz-
nak.

2.2 Felfedezések:

Eldszor a Paul Ehrlich a 20. szdzad elején feltételezte, hogy ha lenne egy ,,ligynok”,
aki szelektiven megtudna célozni a szervezetben a betegséget okozd toxint, az nagyban segite-
né a szelektiv gyogyitast.

Az 1970-es években, a B-sejtes tobbszoros melanoma (rakos megbetegedés) mar is-
mert volt. Azt mar akkor sikeriilt megallapitani, hogy ezek a rakos B-sejtek egységes tipusu
ellenanyag termékei (paraprotein). Ezt hasznaltdk nagyon sokaig tanulmanyozasra, de ekkor
még nem volt lehetséges a konkrét antigénhez megfeleld antitestet talalni.

1973 Jerrold Schwaber ember-egér hibrid monoklonalis antitest eldallitasi eljarast irt
le.

1975 Georges Kohler, César Milstein, és Niels Kaj Jerne (hibridoma technoldgia,
1984-ben Nobel dijat kaptak)

1988 Greg Winter uttor6 munkaja a monoklondlis antitestek humanizalasaval
kapcsolatban

2.3 Hibridoma sejttermelés torténete:

1975-ben a César Milstein, Georges Kohler és Niels Jerne tette el6szor kdzz¢ a mono-
klonaris antitestek létrehozasanak az elvét. 1984-ben orvosi Nobel-dijat kaptak. Az eljaras
alapja a fizion alapult, miszerint megprobaltak egy ellenanyagot termeld B-sejtet, sejteket egy
myeloma sejtvonallal egyesiteni (hibridoma technologia). A fizid célja a kétféle sejt tulajdon-
sagainak egyesitése volt. Az adott tulajdonsdgu antitestet termelé B-sejtet hidba izolaljuk,
sejttenyészetben nem osztodik. A mieloma sejtek viszont korlatlanul osztodnak (immortality).
Egyesitésiikkel tehat egy bizonyos antitestet termeld és korlatlanul szaporithatd sejtvonalat
kaphatunk.

A monoklondlis antitestek termelése soran egy specifikus antigénnel kezelnek egy
egeret (lasd a 6. abra 1. része). Ez az egérben immunvalasz kialakuldsahoz vezet és
elkezdenek a B-limfocitdk, az ellenanyagok termelddni, amelyek reagalnak az antigénnel.
Tobb 1épcsds immunizaldssal a kivant antitestet termeld B-sejtek szdma nagymértékben
novelhetd. Ezek feldusulasi helye a 1épben €s a nyirokcsomdkban van. Az kivett 1épbdl (6.
abra 2. rész), a B-limfocita sejteket elkiilonitik és kivonjdk, majd fuzionaltatjak egy
ugynevezett plazma sejttel, amelyeket egy myeloma (plasmacytoma)-szarmazék sejtvonalbol



szarmaztattak (3 €és 4 rész a 6. abran) és ezutan kapjak az ugynevezett hibriddma sejtvonalakat
(5 rész).

Ezutan a monoklonalis antitestek kinyeréséhez, kivalasztjak azokat a hibridoma
sejtvonalakat, amelyek a legjobban koétddnek az antigénhez (6. rész). Az életben maradt
sejtvonalakat taroljak, €s a sejt feliiluszot rendszeresen leveszik, ha sziikséges (7. rész).
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6. abra: Monoklonalis antitest termelés hibridoma eljarassal

A poliklonalis és monoklonalis ellenanvagok jellemzoi

Poliklonalis Kis affinitasa Nagy affinitasu
ellenanyag monoklondlis ea. | monoklonalis ea.
Felismert antigén Tobb (gyakori | Egy (de gyakori Legtdbbszor egy
determinansok szama| keresztreakciok) | keresztreakciok)
Specificitas polispecifikus gyakran monospecifikus
polispecifikus
Affinitas Valtozo (tobbfele kicsi nagy
ellenanyag)
Nem-specifikus magas alacsony alacsony
immunglobulinok
koncentraciéja
Hozam magas alacsony alacsony
Eléallitasi koltség alacsony magas magas
Standardizalhatésag |nem, ill. nehézkes egyszer( egyszer(
Mennyiség limitalt korlatlan korlatlan
Gyakorlati modszer fliggd gyenge kivalé
felhasznalhatésag
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7. abra: Nagy és Kis affinitasu monoklonali ellenanyag

2.3.1 Statisztikak, monoklonalis antitestekre vonatkozoan:

Alabbi abran lathatjuk, hogy az 1986-1987 évekig milyen ndvekvd tendencidval
jelentek meg az ezzel kapcsolatos cikkek, folydiratok. Ezutan folyamatos csokkenés allt be

2002-ig , amelyet ha folytatnank, talan elindulna felfelé.
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A szabadalmak szamanak alakulasa ennek fiigvénvében:
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Organisation Number of Monoclonal Total number of %ge Monoclonal
Antibody inventions inventions all subjects Antibody patents

Curagen Corporation
Genentech

Protein Design Labs
Incyte Genomics
Zymogenetics Inc

2.4 A monoklonalis ellenanyag termelése (részletesen):

A molekuldkat felismeré monoklondlis ellenanyagot termeld hybridoma sejtvonalakat
az adott anyagra immunizalt egerek 1épébdl szarmazo6 B limfocitdinak és halhatatlan, korlatla-

crer

crer

- nyomassal (centrifugalas sordn a tobb szaz g hatasara a sejtek dsszepréselddnek)
- elektromos/elektromagneses tér hatasara a sejtek osszetapadnak és egyesiilnek
- kémiai anyagok (poli-etilénglikol, ionok) segitségével

A tovabbiakban a hibrideket elkiilonitik a jelen 1évé nem-fuzionalt sejtektdl. A termeld
plazmasejtek jelenléte nem zavard, mert ezek nem osztodnak, igy néhany nap alatt kipusztul-
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8. abra: Monoklonalis antitest termelés hibridoma eljarassal




nak. Az o0szt6dd mieldma sejtek viszont tulndhetik a hibridomakat, ezért eliminalasukra egy
nukleotid anyagcsere-markert dolgoztak ki.

Az emlds sejtek DNS bazisainak bioszintézise két ponton is gatolhaté aminopterinnel
(vagy metotrexattal). Ez az inhibitor gatolja mindkét purinvazas bézis bioszintézisét, és a ti-
min létrejottét is. Az inhibici6 megkeriilhetd, ha a tapoldatba hipoxantint, illetve timidint
adunk, mivel ezek egy-egy enzimes reakcidoban atalakulva potolhatjdk az inhibicié miatt hi-
anyz6 molekulakat. A szelekcié azon alapul, hogy a fizidhoz olyan mieloma sejteket hasznal-
nak, amelyekben ezt a két enzimaktivitast (HGPRT ¢és TK) indukalt mutacidval eliminaltak.
Ezeknél tehat hidba van jelen a tapoldatban hipoxantin és timidin, a kisegité DNS bazis-ter-
melési utak nem miikddnek. A kozeget a harom tapoldat komponens (hipoxantin, aminopte-
rin, timidin) nevébdl HAT-médiumnak nevezik, a szelekcios eljarast pedig HAT trick-nek.
Ebben a tapoldatban csak azok a sejtek szaporodnak, amelyek a fizid révén tartalmazzék az
antitest-termeld sejtek sértetlen HGPRT és TK enzimeit.
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PRPP + glutamine P gﬁuspﬁate y
| |
aminopterin | OMP
1
|r.,1|1|:~ hypoxanthine UMP
VAN |
MIﬂF‘ GI‘:ﬂF‘ I
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A
dGTP\ ‘ doMP
|
PN e e
aminopterin— |
dATP ‘ dTMP —thymidine
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9. abra: a HAT-trick anvagcsereutjai

Az izolalt hibrideket szdvettenyésztd 96 vagy 24 lyuku tilcdkon limitald higités
modszerével klonozzak (minden tenyésztd lyukba egyetlen, egyféle genetikai tulajdonsaggal
rendelkezd sejt keriil). A mikrobiologiai gyakorlatban hossziinak szamité két-harom héten
beliil a mikrokulturak mar elegend6 szamu sejtet tartalmaznak, ahhoz, hogy kell6 mennyiségi
ellenanyagot termeljenek a rogziilt sejtek feliiluszoibol torténd kimutatashoz. A kimutatas
torténhet ELISA, RIA vagy FACS specialis immunanalitikai modszerekkel egyarant. Ettol
fogva a megfelel6 monoklonalis antitest termeld klonokbol Iéptéknovelési kisérletek
keretében lombikos, forgopalackos és/vagy fermentoros tenyészeteket allitanak eld, majd az
ezekbdl kapott nagy mennyiségli feliiliszokat az antitesteket tisztitott és koncentralt formaban
kinyerik.

A tenyésztés soran a konkrét sejtvonal 10-75 cm?-es lombikokban tenyésztett sejtjeivel
rollertenyészeteket oltanak 40-60 ml indulo térfogattal 1-2x10° sejt/ml kezdeti sejtszammal. A
sejttenyészethez naponta friss médiumot adva 4 nap alatt 300-1000 ml végtérfogatig lehet te-
nyészteni, a sejtszam a maximalisan 10° sejt/ml. A sejtek életképességét nem a mikrobiolo-
gidban megszokott szélesztéssel, hanem mikroszkdppal, tripAnkékkel megfestett tenyészetek-
ben, Biirker kamras szamlalassal vizsgaljak (a halott sejtek citoplazmadja festodik, az €16, ép
sejthartydjliak nem) és a viabilitasi szdzalék megéllapitasaval jellemzik.



A fermentorban a sejteket oxigénigénye messze elmarad a baktériumok ¢és gombak
igényeitdl. A sejtek membranjat a fellépd nyirofesziiltségek konnyen karositjak, ezért csak a
legalacsonyabb, a sejtek kiiilepedését még éppen megakadalyozéd alacsony fordulatszamon
kell kevertetni (20-50 fordulat/perc). A pH-t a vérre jellemz6 7,0 - 7,4 tartomanyban tartja az
automatika és kis mennyiségli gazbearamlas mellett (0,01 - 0,05 vvm, a fermentor vezérld
egysége az OD-nak és a pH-nak megfeleléen adagolja sziikség szerint a leveg6t, amit néha
szén-dioxiddal egészitenek ki) tenyészthetiink. A fermentacio soran a pH csokkenne a sejtek
laktat-termelése miatt, de ezt a puffer-rendszerek ellensulyozzdk (els6sorban a NaHCOj3),
egyébként a sejtek jobban toleraljak a pH csokkenést, mint a pH ndvekedést.

10. abra: Sejtfermentor

Az eml6ssejt-fermentorok legnagyobb mérete nem haladja meg a néhany ezer litert, az
emldssejtek nagy érzékenysége miatt. A monoklondlis antitestek termelését az immunoldgiai
gyakorlatban mar rutinszertien alkalmazott modszerekkel (pl. ELISA) lehet nyomon kovetni.
Igy akar spektrofotometriasan is mérhetd az antitestek koncentraciéja.



A sejttenyészetek feliiliszoi idedlis estben is csak 10-20 pg/ml koncentracidban
tartalmazzak a termelt antitesteket, igy sokszor protein A/protein G affinitas-kromatografias
tisztitasuk €és koncentralasuk is sziikségessé valik.

A hibridoma technoldgia hatranya, hogy alkalmazasahoz elengedhetetlen az allatok
immunizaldsa, azaz szervezetikben az immunvalasz kivéltisa a megfeleld antigénnel
szemben. A kiilonféle kombinatorikus technologidk felhasznalasaval azonban ez
kikiiszobolhetd: a kutatds céljaira legmegfeleldbb antitest kivalasztasara iranyulé modszerek
in vitro - azaz ¢él6 szervezet bevonasa nélkiil - fejleszthetok. Foleg a gyogyszerkutatasban és
fejlesztésben nagy jelentdségiiek.

2.5 Monoklonalis antitestek, mint gyogyszerek?

A monoklonalis antitesteket sokféle célra alkalmazzak,
— Biokémiai kutatasok
— Immun-analitikai eljarasok
— Feldolgozasi muiiveletekben (pl. affin-kromatografia)
— Diagnosztikaban (pl. Prostascint)
— Terapidban (elsésorban tumorok ellen)

E felsorolasban az utobbi két esetben a monoklonalis antitesteket a paciens szervezeté-
ben, in vivo kell alkalmazni. Felhasznalasuk igen nagy specifitast tesz lehetévé, mivel rendki-
viili szelektivitassal kizarolag egyetlen epitophoz kétddnek — magic bullet = varazsgolyo,
amely mindig célba taldl. A MAB készitmények nem elsésorban a kérokozok ellen késziiltek,
hanem az emberi szervezet sajat, nem kivanatos miikodésii sejtjei ellen. Az elsdé négy terapias
monoklonalis antitest példaul: Simulect (Basiliximab), ¢s Zenapax (Daclizumab) immunszup-
resszansok; a Reopro (Abciximab): percutan coronaria intervencidhoz tarsulé cardiélis ischae-
mias szovédményekre, a Herceptin (Trastuzumab): HER2 pozitiv emldrak ellen.

Ugyanakkor az emberi szervezetbe bevitt MAB problémakat is okoz. Az emberi anti-
génekkel immunizalt egérben termelt antitestek az egérre specifikus aminosav-szekvenciakkal
bird glikoproteinek, tehat emberbe adva fajidegen fehérjeként immunvalaszt indukalnak. A
probléma elkeriilheté az monoklonalis ellenanyagok tovabbfejlesztésével.
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11. abra: A monoklonalis antitestek fejlodése




Murine (=ragcesald) tipusu antitestek:

A kezdeti terapids antitestek murine antitestek voltak és a gydgyitasban kudarchoz ve-
zettek. Kudarc okai: rovid in vivo felezési idd, limitalt bejutds a tumor sejtbe, elégtelen funk-
ci6 visszaallitas. A f6 probléma mégis az, hogy kicsi volt citotoxikus stimuldlé hatdsa, vala-
mint az anyagja az ismételt bedas utan gyakran erds allergias rohamot, rosszabb esetben ana-
filaxias sokkot okozott. Ezért modern rekombindns DNS technolégidkkal tovabb fejlesztették:
Hibridoma — E. coli — emlds sejt.

Kiméra és humanizalt monoklonalis antitestek:

crer

régioval. Az eredmény 65%-ban human antitest (kappa konnytilanc, nehézlanc). Humanizalt
antitesthez akkor jutunk a murine antitestbdl “atvissziik” a hipervariabilis domént a human
antitestbe. Ez mar 95%-ban human eredetli, de valamiért a kotddés az antigénnel gyengébb,
valamint az affinitasa is kisebb, mint a kiindulasi murine antitestnek. A kotddést erdsitésére
mutacidkat hoztak 1étre a CDR régioban.

Human monoklonalis antitestek:

Eldallitasara transzgénikus egeret, vagy fag display konyvtarat hasznalnak:

12. abra: A monoklonalis antitestek fejlodése

Mouse hybridoma In vitro antibody libraries A t[ranszger'nkus alle}t egy vagy tobb
Transgenic mouse bejuttatott idegen gént hordoz a ge-
Humen hybricomas nomjaban. Az idegen gén bevitelé-
hez rekombinans DNS technikakat
alkalmaznak. A struktirgénen kiviil
a betltetett DNS mas, a mukodés-
hez sziikséges szekvencidkat is tar-
talmazhat, amelyek biztositjak,
hogy az idegen gén beépiiljon a
gazda DNS-be, hogy helyesen feje-
z0djék ki a gazda sejtjeiben.
Kétféle transzgénikus allat
eléallitasi modszer ismeretes:

1. Embrionalis dssejtek (ES)
transzformdcioja, a transzformalt
Mouse Chimeric Humanizeg Human Ossejtek holyagesira allapoti emb-

. ribba juttatdsa, majd az embrio
| visszaiiltetése az anyaba.

2. A transzgénnek a megtermé-
kenyitett petesejtbe injektalasa.

Genetic engineering
V gere cloning

COR grafting
Eukaryatic exprassion

A rekombindns DNS technologidval modositott sejtvonalakbol nyert human
monoklonalis antitesteknek a rekombinans DNS technoldgiaval eléallitott termékek
kiilonb6zé mindségi-tisztasdgi kovetelményeinek kell megfelelniiik. Ezek az el6irdsok



jelentésen kiillonboznek aszerint, hogy a termékek human in vivo felhasznélasra keriilnek
(terapia, megeldzés €s in vivo diagnosztika), avagy a lista elsd harom helyén felsorolt in vitro
alkalmazasra.

2.6 A monoklonalis antitest terapia

Monoklonalis antitestek a tumor-terapiaban

A tumorsejtek felszinén sajatos fehérje markerek, ugynevezett epitopok talalhatok. A
monoklonalis antitesteket laboratoriumban allitjak eld, oly médon, hogy felismerjék ezeket az
antigéneket a rakos sejtek felszinén. A monoklonalis antitestek ezutan ,,ratapadnak" ezekre a
fehérjékre. Ettdl a sejt vagy elpusztul, vagy beindulnak azok az immunmechanizmusok, ame-
lyek a tumorsejt pusztulasat okozzak. A terapiaban kihasznalhatjdk a MAB eredeti, immun-
rendszerben betdltott funkciojat (naked MAB), vagy felhasznélhatjak ,,hordozdeszkdzként”
kiilonboz6 sejtkarositd agensek célba juttatasara.
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13. abra: A MAB tumor-terapia mechanizmusai

Radio-immunterapia:

A monoklonalis antitest tera-
pia hatasossaganak fokozasa volt a
célja a monoklonaris antitesthez kon-
jugalt radioizép kezelés kifejleszté- B-cell
sének. A modszer alapja: a lymhoid
daganatok sugarzasérzékenyek, igy a
monoklonalis antitesthez kotott radi-

oizotop CELZOTT sugarterapiat tesz
lehetévé. Emelett a MAB ¢és a radio-
1zotop B-sejt karositd hatasa Osszea-
dodik. Manapsag két radidaktiv

izotoppal konjugalt anti-CD20 ké- e > Beoou ™
szitmény all rendelkezésre: A tositu- Antibody =y

momab (Bexxar) monoklonalis anti- g topa




CD20 antitest és "*'J konjugatum (75-80 % remisszid). A masik készitmény az ibritumomab
(Zevalin), ami monoklonalis anti-CD20 antitest és **Y konjugatum (67% remisszid).

Antibody-directed enzyme prodrug therapy

(ADEPT):

Az antitesthez enzimet kotnek, amely a Figure 1 Cancer cell wih spectic
kés6bb szisztémdsan bevitt, artalmatlan pro-
drug vegyliletet lokalisan alakitja at citotoxi- Biospecific mab
kus, hatékony metabolitta. Step 1 J

»of

Immuno-liposzémak:
Az immuno-liposzéma antitest és lipo- Stop 2 lEnzyme-
szoma 0sszekapcsolasat jelenti. A liposzémak
képesek gyogyszerek vagy egyéb terapids nuk-
leotidok bezarasara és szallitdsdra. A MAB ko- (
téhelyével célzottan kotddnek a tumorsejtekre
¢s felbomlasukkal lokalisan karositjak azokat.
Ez a technolégia még gyerekcipdben jar, de sm;;aJ Prodriig
mar sikeresen alkalmaztak in vivo koriilmé-
nyek kozott is tumorsejtek novekedésének gat-
lasara. (
"':_ Enzyme conversion

- of prodrugigreen to blusg)

2.6.1 Esettanulmany: MAB a non-Hodgkin limfoma kezelésében

A monoklonalis antitest a gydgyszerek aranylag 01j osztalyaba tartozé szer €s kifejlesz-
tése attorést hozott a non-Hodgkin limfomas betegek ellatasdban. A monoklondlis antitest ke-
zelés a non-Hodgkin limfomak gyakori formaiban hasznalatos. Altalaban kemoterapiaval
kombindljdk, de bizonyos esetekben 6nmagéaban is adhatd. A monoklonalis antitest kezelés
fokozza mas kezelések (4altalaban a kemoterapia) hatékonysagat. Indolens non-Hodgkin lim-
fomaban noveli a remisszio hosszat. Bebizonyosodott, hogy agressziv non-Hodgkin limféma-
ban a monoklondlis antitest kezelés a standard kemoterapia mellett ndveli a beteg esélyét a
gyogyulasra és javitja a talélést az onmagaban végzett kemoterapidhoz képest.

Az infizidban adott monoklonalis antitest kezelés mellékhatasa az elsé alkalmazéaskor
jelentkezik, majd a késobbi adagok soran csokken ¢és kemoterapiaval valo egyiittes alkalmaza-
sa nem noveli jelentésen a kemoterapia mellékhatdsait. A néhany 6ranal tovabb tartd mellék-
hatas ritka €s nincs klinikai jelentésége.

Hatasmod:

A kemo- és sugarterapiatol eltéréen, melyek kevésbé specifikusan hatnak, a monoklo-
nalis antitest célzottan pusztitja a non-Hodgkin limfomas sejteket, a tobbi sejtet pedig nem ka-
rositja. A non-Hodgkin limfoma kezelésében hasznalt, monoklonalis antitest példaul felismeri
a CD20 antigént. A CD20 a koros B-sejteken talalhatd, melyek a non-Hodgkin limfomak leg-
gyakoribb formaira jellemzk. Amikor az anti-CD20 monoklonalis antitest hozzakapcsolodik



a CD20-hoz egy B-sejt felszinén, a kapcsolodas vagy kozvetleniil elpusztitja a sejtet, vagy ri-
asztja a szervezet természetes védekezd mechanizmusait. A monoklonalis antitest jo hatdsfok-
kal talalja meg a limfoma sejteket, amelyeket azutan a szervezet immunrendszere elpusztit.

Adagolas és alkalmazas:

A non-Hodgkin limfémaban haszndlt monoklondlis antitest kezelést intravénasan al-
kalmazzak, infazioban, amelyet rendszerint egy kari vénaba vezetnek be. Ha a kemoterapiat
monoklondlis antitesttel kombinaljak, a monoklonélis antitestet a kemoterapia el6tt adjak be,
az egyes kezelési ciklusok elején.

Ha a gyogyszer addsa kdzben jelentkezik mellékhatas, az infuziot le lehet lassitani, sot
le is lehet allitani, amig a mellékhatas elmulik. Az els6 kezelésnél a betegek ¢éjszakéra a kor-
hazban maradnak, vagy az egész napot ott toltik. A rdkdvetkezd kezelések mar gyorsabbak ¢s
kevés mellékhatast okoznak. A késébbi kezeléseket a betegek jarobetegként kapjak, és még
aznap hazamehetnek.

2.7. Passziv immunizalas:

A passziv immunizélds 1ényege, hogy mas ¢l6lény altal 1étrehozott antitesteket visziink be a
megvédendd szervezetbe (lasd a vakcina-gyartas fejezetet). Monoklonélis antitesteket is adha-
tunk oltéanyagként, ha a kérokozoé jol definialt, egyetlen immuntipushoz tartozé torzs, amit
egyféle ellenanyaggal lekiizdhetiink (pl. Synagis, az RSV = Respiratory Syncytial Virus el-
len).

Regisztralt molekularisan targetelt szerek

Név Tipus Tamadas- | Indikacio
pont
Alemiuzumab Monoclonal antibody, humanized Chaz CLL, ML
(Mabcarmpath)
clizu Maonoclonal 196G, chirneris IL-2R rak, leukemiz
(£enanax)
Baziliximab Monoclonal 161, chimeric IL-2 R
(Simulect)
Fituximah Monoclonal 1g9G1, chimeric ChZ0 rak, ymphoma
(Rituxan/Mabth
Era) Monoclonal 1051, humanized HERZiney | emld-, prosztataralk,
Trastuzumab NSCLC
(Hercenting Monoclonal 1954, humanized CO33 rak, lrukermia
(Gerntuzumab Calizheamicinnel konjugalt
Monoclonal 1951, murine CO20 rak, lymphoma
IBrtumormab
(Y*9) Mangelanal 1952, murine EpCAM | CRC
(=




2.8. A monoklonalis antitestek nevezéktana:

Prefix Target Source Suffix
-0rs)- bone -u- human
-nir)- viral -0- mouse
-baic)- bacterial -a- rat
-bimy- immune -e- hamster
-lefs)- infections lesions -i- primate
-cir)- cardiovascular -xi- chimeric
-man - musculoskeletal -ZU- humanized
-kim)- interleukin -X0- rat /murine hybrid
variahle -coif- colonic tumor -mab
-mefT)- melanoma
-mair)- mammary tumor
-goit)- testicular tumor
-gofty)- ovarian tumor
-priol- prostate tumor
-tuim)- miscellaneous tumor
-neur)- nervous system
-toxfal- toxin as target

Az elétag nem hordoz semmiféle informaciot, csak egyedinek kell lennie, altalaban
utalds a gyogyszer nevére. A masodik tag utalas a gyogyszer célpontjara (pl -ci(r)- keringési
rendszerre hato). A kovetkezd tag a forrasrol, illetve az antitest tipusarol nytjt informaciot.
Végiil pedig a -mab utotag kdvetkezik, amirdl tudjuk, hogy monoklondlis antitestrdl van szo.
(monoclonal antibody)

2.9 Gazdasag, ipar, piaci allas:

A terapias monoklonalis antitestek piaca koriilbeliil 24 milliard USD (15,2 milliard €,
2007-ben) forgalmat iit meg. A becslések szerint a ndvekedési potencil igen nagy, a 2012-re
varhat6 érték eléri a 47 milliard dollart (29,8 milliard €). Jelenleg 21 antitest termék van for-
galomban, ezek koziil 6t uralja a piacot (Avastin [Genentech], Herceptin [Genentech], Humira
[Abbott Laboratories], Remicade [Centocor Pharmaceuticals] ¢s a Rituxan [Genentech]).
Ezek egyiittesen koriilbelill a forgalom 80%-4at adjak. JelentOs stratégiai fejlesztési 1épésnek
bizonyult, hogy integralodott a piacra az egyik legnagyobb felvésarlé is, a Cambridge Anti-
body Technology (CAT).

A megnovekedett kereslet a terapias antitest termékek utdn azzal jar, hogy uj, vegyipa-
ri és biotechnoldgiai szerepldk 1épnek be a piacra. Sziikség lesz tovabba a bioreaktor kapacita-
sok nagyléptéki fejlesztésére is.



A terapias célu rekombinans fehérjék piaci rangsora:

Product Class 2003 ($ Millions) |Annual Growth Rate
%o
EPO-s 7 763 6.1
\Monoclonal Antibodies l6 721 31.4
Insulin and Insulin Analogues S 487 17.9
Interferons 3 935 5.8
Hormones (inc. GH) 3317 8.3
Blood Factors 2 354 5.5
Enzyme Replacement Therapies 1 057 14.6
Interleukins 219 3.2
|Others 121 IN/A

2.10 Antitest és hozza tartozo gvogyszerek gyartasa, validalasa, eldallitas
feltételei és eloirasai

Ez a fejezet gyogyszerkonyvi részleteket tartalmaz, nyelvezete és megkozeli-
tése idegen a biomérnokok szamara — NEM VIZSGAANYAG!

2.8.1 Eloallitas — altalanos eloirasok:

Az el6allitas alapja egy manipulalt sejtvonal szubkultirait tartalmazo letéti sejtbankbol
(master cell bank) és a gyartast kozvetlenill szolgald szaporitd-sejtbankbdl (working cell
bank) all6 rendszer. Az eléallitasi modszert a fejlesztés soran validalni kell abbol a célbol,
hogy a Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg.VIII. — Ph.Eur.6.0 — 2 altal leirt
,korokozok atvitele a késztermék altal” elkeriilheté legyen. Az eldallitds sordn hasznalt
bioldgiai anyagokat és sejteket jellemezni kell, és ezen anyagoknak, ill. sejteknek meg kell
felelniiik az ,,Az dllati eredetii fertozo szivacsos agyvelébetegség-korokozok ember- és
allatgyogyaszati készitmények utjan torténo atviteli kockdazatanak minimalisra csokkentése”
cimii altalanos fejezet kovetelményeinek. Kiilondsen, ha az embergyogyaszati célra szant
monoklondlis antitesteket emberi és 4llati eredetli anyagokbol allitjak eld.

Amennyiben immunogén anyagot alkalmaznak, ugy azt jellemezni kell, az
immunizacids modszert pedig dokumentélni kell.

A fejlesztés soran az eldallitasi modszert a kovetkezd szempontok szerint validalni
kell:

- az eldallitasi folyamat (beleértve a fermentacids, a tisztitdsi és — adott esetben —a
fragmentalasi eljarast is) allandosaga;

- akorokozok eltavolitadsa vagy inaktivalasa;

- atermékbdl, illetve az eldallitasi folyamatbdl szarmaz6 szennyezOk (példaul gazdase;jt
eredetii fehérje és DNS, az A-protein, antibiotikumok, sejttenyészet-komponensek);

- amonoklondlis antitest specificitdsa és fajlagos aktivitasa;



- nem endotoxin jellegii pirogének;

- a tisztitasi eljaras eszkozeinek (pl. az oszlop anyaga) ismételt felhasznalhatdséga; a
kovetelményeket vagy elfogadasi hatarokat a validalas fliggvényében allapitjak meg;

- adott esetben a konjugéalasnél alkalmazott modszert.

A termék jellemzése. A terméket a megfeleld informaciok [szerkezet integritdsa, izoti-
pus, aminosavsorrend, masodlagos szerkezet, szénhidrat-rész, diszulfidhidak, konformacio,
specificitds, affinitds, fajlagos bioldgiai aktivitas és heterogenitds (izoformdk jellemzése)]
megszerzése érdekében jellemezni kell. Alkalmas analitikai technikdk sorozatat alkalmazzak,
kémiai, fizikai, immunkémiai és biolodgiai vizsgalatokat beleértve (pl. peptidtérkép-vizsgalat,
N- és C-terminalis aminosavsorrend meghatarozas, tomegspektrometria, kromatografias, elek-
troforézis €és spektroszkopias technikdk). Az emberi szovetekkel szembeni keresztreakcioval
kapcsolatos informaciok nyerése érdekében is vizsgélatokat kell végezni.

A fragmentdldssal vagy konjugaldssal modositott termékek esetében az alkalmazott
modszerek antitestre kifejtett hatasat is jellemezni kell.

Amennyiben a gyartasi koztitermékek tarolasra keriilnek, igy mindegyik koztitermék-
re a stabilitasi adatokkal alatdmasztott lejarati vagy eltarthatosagi idét kell megallapitani.

Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg.VIII. — Ph.Eur.6.0 — 3 el6irasai:

Biolégiai értékmérés: A biologiai értékmérést a monoklondlis antitest tervezett
hatdsmechanizmusaval mutatott korrelacioja alapjan kell kivalasztani.

Referenciakészitmény: Az azonositds, a vizsgalatok és a tartalmi meghatarozas refe-
renciakészitményeként olyan gyartasi tételek alkalmazhatok, amelyek bizonyitottan stabilak
¢s a klinikai vizsgalatok soran megfeleldnek bizonyultak, illetve ilyen gyartasi tételt reprezen-
talnak. A referenciakészitményt ,,A termék jellemzése” pontban megadottak szerint kell jelle-
mezni, kivéve, hogy a keresztreakciot nem sziikséges minden egyes referenciakészitmény té-
telnél vizsgalni.

2.8.2 Forrassejtek:

A forrassejtek fuzids partnerek, limfocitak, mielomasejtek, falosejtek és a rekombi-
¢s sajatsagait dokumentalni kell, amely informéciokat tartalmaz a donor egészségi allapotarol
¢s arrol, hogy milyen fuzios partnereket hasznaltak (pl. mieloma sejtvonal, human limfoblasz-
toid B-sejtvonal). Amikor csak lehetséges, a forrassejteket idegen és endogén korokozokra
iranyulo sziirévizsgalatnak kell alavetni. A vizsgalathoz hasznalt virusokat a szarmazési fajtol
és szovettdl fiiggden kell kivalasztani.

A monoklonalis antitesteket termelé sejtvonal alkalmassagat a kovetkezOképpen
kell igazolni:

- asejtvonal torténetének dokumentalasa, beleértve a sejtfiiziot, az immortalizaciot vagy
transzfekciot és a klonozasi eljarast;

- asejtvonal jellemzése (pl. fenotipus, izoenzim-analizis, immunkémiai és citogenetikai
markerek);

- az antitest Iényeges sajatsagainak jellemzése;

- az antitest-elvalasztas stabilitdsa, figyelembe véve az antitest sajatsagait és az
expresszio ¢s a glikozilacid mértékét a populacid-kétszerez0dési szint vagy a
rutinszerti termeléshez alkalmazott generacidoszam eléréséig, illetve ezeken a szinteken
talmenoden;



- rekombindns DNS-termékek esetén a gazdasejt/vektor genetikai és fenotipusos
sajatsdgainak stabilitdsa, a populacio-kétszerezddési szint vagy a rutinszerii
termeléshez alkalmazott szamu generacidszam, illetve ezeken a szinteken tulmenden.

2.8.3 Sejtbankok:

Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg. VIIIL. — Ph.Eur.6.0 — 4. eldiréasai:

A torzs-sejtbank a monoklondlis antitesteket termeld sejtvonal homogén szuszpenzid-
ja, amelynek egyenld térfogatrészeit eltartds céljabol egyszeri miivelettel egyedi tartalyokba
osztjak szét. A szaporitd sejtbank a torzs-sejtbankbol, véges atoltassal nyert sejtek szuszpen-
zioja, amelynek egyenld térfogatrészeit eltartas céljabol egyszeri miivelettel egyedi tartalyok-
ba osztjak szét. A termelés utdni sejtek (post-production cells) eldallitdsa populacid-kétszere-
z0dési szint vagy a rutinszerli termeléshez alkalmazott generacidészam eléréséig, illetve ezeken
a szinteken tilmenden torténik.

A torzs-sejtbankon kdvetkezo vizsgalatokat sziikséges elvégezni: életképesség, azono-
sitds, sterilitds (baktériumok, gombak, mikoplazmdk), a termelt antitestek sajatsdgainak jel-
lemzése. A nem endogén eredetli virusszennyezést alkalmas in vivo és in vitro modszerekkel
vizsgaljuk. A retrovirus- és mas endogén virustartalmat alkalmas in vitro modszerekkel vizs-
galjuk. A szaporité sejtbankon a kovetkezd vizsgalatokat kell elvégezni: életképesség, azono-
sitas, sterilitas (baktériumok, gombdk, mikoplazmak). A virusszennyezettséget alkalmas in
vivo €s in vitro modszerekkel vizsgéljak. Az elsd szaporitod sejtbank esetében ezeket a vizsga-
latokat a beldle szarmazo6 termelé€s utani sejteken végezziik el. Az elsd szaporitd sejtbankot
kdvetd szaporitd sejtbankok esetében egyszeri in vivo vagy in vitro vizsgalat végezhetd koz-
vetleniil a szaporito sejtbankon vagy a termelés utani sejteken.

Amennyiben a sejtbankok eldallitdsa sordn potencidlisan fertdzott bioldgiai anyagot
hasznalnak, igy mind a torzs-sejtbankon, mind a szaporitd sejtbankon kiilon vizsgalatot kell
elvégezni bizonyos egyedi virusokra, figyelembe véve, hogy az adott anyag milyen fajbodl
szarmazik. Ha a kérdéses anyagot validalt eljarassal inaktivaltadk, akkor ezeket a vizsgalatokat
nem sziikséges elvégezni. A termelés utani sejteken a kovetkezd vizsgalatokat kell elvégezni:
sterilitas (baktériumok, gombak, mikoplazmak). A virusvizsgélatok elvégezhetdk a sejteken
vagy a sejttenyészet feliiliszdjan. Ehhez a nem endogén eredetli virusszennyezést alkalmas in
vivo ¢és in vitro modszerekkel vizsgaljuk. A retrovirus- és mas endogén virus-tartalmat alkal-
mas in vitro modszerekkel vizsgaljuk.

2.8.4 Tenvésztés és ,.aratas”:

Korlatozott szamu atoltassal végzett eldallitds (egyszeri aratds — mi biomérndkok ezt
szakaszos fermentacionak, az ,,aratast” lefejtésnek nevezziik). A sejteket egy meghatarozott
atoltasszam vagy populacio-kétszerez0dési szint eléréséig tenyésztik (a sejtvonal stabilitasa-
val 0sszhangban). Az aratas egyetlen 1épésben torténik. Folyamatos tenyésztéssel végzett elo-
allitas (tobbszori aratas - mi biomérndkok ezt félfolytonos vagy folytonos fermentacionak ne-
vezzik). A sejteket meghatarozott ideig folyamatosan tenyésztik (a rendszer stabilitasaval €s a
termelés allandosdgaval dsszhangban).

Monitorozasra a tenyészet teljes ¢élettartama alatt sziikkség van; a monitorozas kivant gyakori-
sagat és tipusat az eldallitasi rendszer természete szabja meg.

Az Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg.VIII. — Ph.Eur.6.0 — 5. eldirasai:
Minden egyes aratasnal vizsgalatot kell végezni az antitesttartalomra, a mikrobiologiai szeny-
nyezettségre, valamint az endotoxinok €és a mikoplazmak jelenlétére. A rutinszeriien végzett
altalanos vagy egyedi virusvizsgalatokat az eldallitas megfeleld stadiumaban kell elvégezni, a
gyartasi eljarastol és a felhasznalt anyagoktol fiiggden. A korlatozott szdmu atoltassal végzett



eléallitasi folyamatok esetén legalabb 3 aratasnal kell egyedi virusvizsgalatot végezni megfe-
leld szdmu in vitro mddszerrel. A tovabbi feldolgozésra szant aratdsok elfogadési kdvetelmé-
nyeit pontosan definidlni kell, az alkalmazott monitorozasi eljarassal Osszefiiggésben. Ha a
vizsgalat virusszennyezést mutat ki, akkor az eléallitasi folyamatot koriiltekintéen feliil kell
vizsgalni abbol a célbol, hogy a szennyezddés oka megallapithato legyen. Az aratés ilyenkor
nem bocsathato tovabbi feldolgozéasra. Azok az aratasok, amelyekben endogén virus mutatha-
to ki, nem hasznalhatok fel a tisztitdsnal, hacsak nincs megfeleld intézkedési terv arra nézve,
hogy megakaddlyozzdk a kérokozok atvitelét a késztermék altal.

2.8.5 Tisztitas:

Az aratasok a tovabbi feldolgozast megeldzden egyesithetok. A tisztitasi folyamatnak
olyan lépéseket kell tartalmaznia, amelyek eltavolitjak és/vagy inaktivaljak a peplonnal ren-
delkezé vagy nem rendelkezd virusokat. Olyan validalt tisztitasi eljarast kell alkalmazni,
amely igazoltan képes eltavolitani és/vagy inaktivalni a korokozokat, tovabba bizonyitottan
eltavolitja a termékbdl és az eldallitasbol eredd szennyezdket. Az eljaras 1épéseinek pontos
meghatarozasa allanddé mindségi és bioldgiai aktivitasu tisztitott antitestet eredményez. A
tisztitott antitest vizsgalati programja az eljaras validalasatol, az allandosag bizonyitasatol és a
termékbdl és eldallitasbol eredd szennyezok varhato szintjétdl fligg. A tisztitott monoklonalis
antitesteket alkalmas analitikai modszerekkel vizsgalni kell mikrobioldgiai szennyezettségre
¢s bakterialis endotoxinokra, tovabba vizsgalni kell a termék tisztasagat, integritasat és hatdér-
tékét. Sziikség esetén Gsszehasonlitas céljabol referenciaanyagot kell alkalmazni.

Ha a koztitermékek tarolasara is igény van, ugy megfelelden vizsgalni kell az ilyen ké-
szitmények stabilitasat, tovabba fel kell mérni a késztermék lejarati idejére gyakorolt hatast is.

2.8.6 Letoltés elotti késztermék:

A letoltés elotti késztermék a tisztitott monoklondlis antitest egy vagy tobb gyartési
tételebdl késziil. A készités soran a letoltés eldtti késztermékhez stabilizatorok és mas
segédanyagok adhatok. Csak olyan letoltés el6tti késztermék hasznélhatd a kész gyartasi tétel
készitéséhez, amely megfelel az alabbi kdvetelményeknek.

Sterilitas: a vizsgalathoz minden taptalaj esetében 10 ml-t hasznalunk.

Az Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg.VIII. — Ph.Eur.6.0 — 6 eldirasai:
Bakteridlis endotoxinok: A termék feleljen meg a jovahagyott hatarértéknek.

Eldallitasbdl szarmazd szennyezdk: A gazdasejt eredetii fehérjék, a gazdasejt €s vektor erede-
tl DNS ¢és mas eldallitasbol szarmazd szennyezok meghatarozasara alkalmas vizsgalatokat
megfeleld szdmu kész gyartasi tételen vagy a tisztitott monoklonalis antitest megfeleld szamu
gyartasi tételén végezziik. A letdltés eldtti készterméknek meg kell felelnie az adott termékre
jovahagyott kovetelményeknek. Ha a tisztitasi eljaras allandosagat igazoltak, a vizsgalatok a
tovabbiakban elhagyhatok.

2.8.7 Kész gvartasi tétel:

A letoltés elotti készterméket aszeptikus koriilmények kozott steril tartalyokba osztjak
sz¢ét, amelyeket ezutan a szennyez0dés megakadalyozasara lezarnak.

2.8.8 Sajatossagok - Tulajdonsagok:




Kiillem: A folyékony készitmények tiszta vagy enyhén opalos, szintelen vagy enyhén sarga
folyadékok. Lathat6 részecskéket nem tartalmaznak.

Oldékonysag: A fagyasztva szaritott készitmények az oldasra szant folyadékban meghataro-
zott idétartamon beliil maradéktalanul oldodnak; oldatuk tiszta vagy enyhén opdlos, és lathatd
részecskéket nem tartalmaz.

pH: A készitmény feleljen meg a jévahagyott kdvetelményeknek.

Ozmolalitas: legalabb 240 mosmol/kg, adott esetben a hasznalat céljabdl higitott készitmény-
re.

Kiveheto térfogat: A készitmény feleljen meg a vizsgalat kovetelményeinek.

Osszes fehérje: A készitmény feleljen meg a jovahagyott kovetelményeknek.
Molekulaméret-eloszlas: A molekulaméret-eloszlast alkalmas modszerrel, példaul méretkiza-
rasos kromatografidval hatarozzuk meg. A készitmény feleljen meg a jovahagyott kdvetelmé-
nyeknek.

A molekula azonosséga és szerkezeti integritdsa: A molekula azonossaganak és a szerkezeti
integritasanak megerdsitésére a monoklonalis antitest természetétdl, mikroheterogenitasatol és
izoformaditol fiiggden szamos kiillonbozo vizsgalat végezhetd, mint példaul peptidtérkép-vizs-
galat, izoelektromos fokuszalas, ioncserés kromatografia, hidrofob interakcios kromatografia,
oligoszacharid-térképezés, monoszacharid-tartalom és tomegspektrometria.

Az Anticorpora monoclonalia ad usum humanum Ph.Hg.VIII. — Ph.Eur.6.0 — 7. el6irasai:
Tisztasdg: Alkalmas validalt modszerrel vizsgaljuk, mint példaul SDS poliakrilamid gélelek-
troforézissel nem redukalo és redukaléd koriilmények kozott vagy kapilléris elektroforézissel.
Az eldallitasbol és a termékbdl eredd szennyezok kimutatasara alkalmas vizsgalatokat vég-
zink.

Stabilizator: Adott esetben a készitmény feleljen meg a jovahagyott kovetelményeknek.
Viztartalom: A fagyasztva szaritott készitmény feleljen meg a jévahagyott kovetelményeknek.
Sterilitas: A készitmény feleljen meg a sterilitasi vizsgalat kvetelményeinek.

Bakterialis endotoxinok: A készitmény feleljen meg a jovahagyott kovetelményeknek.
Modositott antitesteknél alkalmazott vizsgalatok: A modositas tipusatol fiiggden elvégez-
zlik a megfeleld vizsgalatokat.

Tartalmi meghatarozas:

A referenciakészitményt alkalmazva, megfeleld tartalmi meghatarozast végziink. A
tartalmi meghatarozast és az eredmények kiszdmitasat a szokasos elveknek megfelelden kell
megtervezni.

Eltartds: A termék feliratanak megfelelden.
Lejarati 1d6:
A lejarati id6t a steril szlirés, a letdltés (folyékony készitményeknél) vagy (adott
esetben) a fagyasztva szaritas idopontja alapjan kell meghatarozni.
Felirat:
A feliraton fel kell tiintetni:
— adott esetben a Nemzetko6zi Egységek szamat;
— tartalyonként a fehérjemennyiséget;
— tartalyonként a monoklondlis antitest mennyiségét;
— folyékony készitmény esetén a tartalyban 1€évo készitmény térfogatat;
— fagyasztva széritott készitmény esetén:
— a feloldasra hasznalt folyadék nevét €s térfogatat;
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— hogy a monoklonalis antitest a feloldast kovetden mennyi ideig hasznalhato;
— adott esetben, hogy haszndlat el6tt milyen higitast kell késziteni.




