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8. Esettanulmany-2: Monoklondlis antitestek gyartaa
8.1. A monoklonalis antitestek(MAB)

Az antitestek a szervezet molekularis immunvalaskzaészei. A szervezetbe behatol6 idegen
anyagokkal, az antigénekkel lépnek kolcsdnhatagtzmkat az anyagokat nevezzik antigénnek,
melyek a gerincesek szervezetében antitestek éel@gok) termelését, illetve immunvalaszt
inditanak el. Az elnevezést Detre Laszl6 magyar rohiologustol szarmazik, vélkdeg az
anti(testet) generdl szavakbdl. A modern definigi&rint minden olyan anyag antigén, amit az
adaptiv immunrendszer felismer. Szorosabb értelamb@nmunogén az az anyag, ami valaszt képes
kivaltani az immunrendszefl) mig az antigének olyan anyagok, amik specifilargitestekhez
kotédnek. Az antigének altaldban fehérjék vagy polibaadok, ezek a baktériumok, virusok és mas
mikroorganizmusok testét felépitanyagok, vagy toxinok is lehetnek. A nem mikroisidkilss
eredett (exogén) antigének kozé tartozhatnak a pollengede(pl. tej-, tojas-) fehérje, atultetett
szovetek vagy szervek fehérjéi, beleértve a vérdagrtéskor bejutott vérsejtek felszinén talalhato
glikoproteineket is.

Az antitestek olyan fehérjemolekulak, amelyeketiramunrendszer termel annak érdekében,
hogy felismerje és semlegesitse a szervezetbet keegien anyagokat, mint példaul a baktériumokat
vagy a virusokat. Minden egyes ellenanyag egy idegelekula egyedi részét (epitop) ismeri fel és
kotédik hozza. Az ellenanyagok az immunrendszer hunsordmunvalasza soran keletkeznek. Az
immunglobulinok olyan glikoproteinek az immungloibuszupercsalddban, amelyek ellenanyagként
funkcionalnak. Az ellenanyag és immunglobulin ekmiseket gyakran egymds helyettesitésére
hasznaljak. Efordulnak a vérben és a szoveti folyadékban, csgkagnt szamos véaladékban.
Szerkezetiket tekintve globulinok (a vérfehérje kietdorézis y-régidjdban talalhatok). Az
ellenanyagokat az immunrendszer B sejtieifzarmazéd plazmasejtek termelik és valasztjakAki.
folyamat sordn a B sejtek a nekik megféleintigént megkdtik, aktivdlodnak és plazmasejtté
differencidlodnak. Az aktivalodashoz rendszerintlaelper sejtek tamogatasa is sziikséges.

Az immunglobulinok nagy molekulamétieplazmafehérjék, melyekhez gyakran N-termindlis
cukorlancok kapcsol6dnak az aminosav-oldallancokAocantitest monomer forméban egy "Y"-alaku
molekula, amely két egyforma nehéz lancbdl és ggfoema konnyi 1ancbal all. Az egyes lancokat
egymassal diszulfid-hidak kotik 6ssze.

A szervezetellenanyag-diverzitdsa hatalmas, gyakorlatilag mmegyes fehér vérsejt eliér
antitestet szintetizal. igy a vériinkben’-10° nagysagrendkilénbdz epitoppal reagald antitest van
jelen. Emiatt ezt a természetes egyuttest polikismétitestnek nevezzik. Ezt tartalmazza a Gamma-
Globulin injekci6 is.



Monoklonalitasrél akkor beszélhetiink, ha az ellgagnmolekulak egyetlen B-limfocita klon
termékei. Homogének (fehérjekémia, antigénspesifitdfinitas, izotipus) szempontjabdl. Egyetlen
antigén egyetlen epitopjaval képesekdkit, a két molekularis felllet komplementer medfetése
nagyon specifikus. Affinitasuk nagy, azaz a revslia kdtédési reakcid egyensulya igenssen a
kotés iranyaba tolodik el. Ez azt is eredményeagyha kébdés igen kis koncentraciok mellett is
létrejon. Ebnye a poliklonalis ellenanyaggal szemben, hogy ghatérozott specificitasu és izotipusu
ellenanyagok nagy mennyiségben és azonosis@gben (,pharmacology-grade”) allithatoks.el
Jelents szereplk a biokémia, a molekularis genetika, @gdgyaszat terlletein van. Nagymyuk,
hogy kiszamithaté hatdssal és kevés mellékhatéessdedlkeznek.

A monoklondlis antitestek (MAb vagy Moab) a monasfikus antitestek, amelyek azonosak,
hiszen egyféle immunrendszerbeli sejt klonok temnégyetlen sejstél szarmaznak.

8.2. A monoklondlis antitestek gyartasa

Az antitestek élallitasa éllati sejtek tenyésztésével folyik. A riedgl6 sejtvonalak
létrehozéséaval, az allati sejtek tenyésztésénakékéivel a Biotermék technoldgia targy foglalkozik.
Itt csak a technoldgiara, azon belll is a feldofgdzechnoldgiara koncentralunk. A folyamat Iépeései

1. Kiveszink egy, a megfekelsejtvonalat tartalmazé ampullat a Working Cell Ban
bol.

Felolvasztas

Szaporitas lombikban

Szaporitas forgd palackban

Oltéanyag szaporitasa inokulum fermentorban

A termeb fermentor beoltasa

Sejtszaporitas, MAB termelés (lehet réataplalasoélfolftonos, folytonos,
sejtvisszatartassal)

8. A lefejtett lelBl a sejtek és tormelékek elvalasztasa

9. Az antitestek kinyerése Protein A affinkromatograéil

10. Az antitestek tisztitdsa kationcsér&omatogréafiaval

11. Tisztitds anioncserével

12. Virusmentesités

13. Koncentrélas ultrasizéssel

14. Formuldz6 anyagok hozzaadasa

15. S4irés

16. Liofilizalas

Nogapwd

A folyamat egészét és részleteit interaktiv kégpblen animaciéval szemléltetjik.
1. animacié MAB képaképen

A fellleteken a piros keretbe foglalt részletekedtintva szemléltét és magyardz6é anyagok
nyilnak meg.

8.2.1. Upstream processing (1-7 pontok)

E tananyagban csak a feldolgozasi témakorokkel afkgiunk, ezért a fermentacios
folyamatrdl csak néhany technologiai jeliedatot foglalunk dssze.

Az Aallati sejtek kozoétt kevés olyan van, amelyikmakrobdkhoz hasonléan, szubmerz,
szuszpenziés tenyészetben szaporithatd. A tengéstitgei miatt viszont a biotechnoldégusok erre a



néhany sejttipusra épitik szinte valamennyi tedbgiat. Ezek a fermentéciés eljardsok azonban
jelentsen kilonbdznek a mikrobak vildgaban megszokottaktod

A sejtek oxigénigénye messze elmarad a baktérivgsalombak igényéit (0,01 - 0,05 vwm).
Ez nem igényel intenziv keverést, anirglos, mert a keverésnél feltlepyirofesziltségek kbnnyen
karosithatjak a sejtfal nélkili allati sejteketgdzcsak a legalacsonyabb, a sejtek killepedésgt mé
éppen megakadalyoz6 alacsony fordulatszamot allzakka(20-50 fordulat/perc). A pH értéke a
vérre jellemd 7,4. A fermentacié soran a pH csokkenne a sejmkemamelése miatt, de ezt
ellensulyozzak a tapoldat puffer-rendszerei. Sgvaeal igényel a tdpoldatban vérfehérjéket, ezek
viszont kortlményessé teszik a feldolgozast. Eakkalanos a torekvés, hogy a sejtvonalakat olyan
iranyba manipulaljak, hogy azok legaldbb a tetimdhzisban szérumfehériek nélkil is
mitkddoképesek legyenek.

Fermentacios fveleti szempontbdl a MAB termelés ritkan szakaszmdkkal gyakoribb a
rataplalasos technika (ezzel lehet a legnagyohiméidioncentracidkat elérni), a félfolytonos, és
folytonos sejtvisszatartasos rendszer. Az allajfiekeigen lassan szaporodnak, igy nehéz nagy
sejtszamot elérni. Ezért van jelésgge a sejtek visszatartdsanak a reaktorban. Exatdefihato
Ulepitéssel, dréssel, specialis levalasztd berendezésekkel.

Az embssejt-fermentorok legnagyobb mérete nem haladjaaneghany ezer litert, részben az
emlossejtek érzékenysége, részben a draga tapoldaadk mi

A sejttenyészetek fellluszoi csak kis koncentréandtartalmazzak az ellenanyagokat (100-200
ng/ml), bar az elméleti hatar a sejtek potenciéljdzamolva 6 g/liter lenne. A feldolgozas soran
sokszoros koncentralas sziikséges.

8.2.2. Sejtek elvalasztasa (8. pont)

A rataplalasos szakaszos tenyésztésnél a teljeeiMtievet kell feldolgozni a sejtekkel egydtt.
A sejtvisszatartdsos rendszereknél csak kisebb ektrazioban kerlilnek &t a sejtek az elvett
folyadékba. De mindegyiknél figyelembe kell venhggy a MAB termelés soran nagyon sok sejt
elpusztul, és ezek térmelékei, pl. a sejtmembréaeharjék (HCP = host cell protein, a terthekjt
sajat fehérjéi, leggyakrabban horcsog fehérjekDNS, az RNS és esetleg virus részecskék mind
szennyezik a lefejtett levet. Ezek eltdvolitAs&aasmert szilard-folyadék elvalasztasiiveleteket
alkalmazzak.

Centrifugalds a nehezebb részecskék, a sejtek és tormelékédidplednek, mig a kdnnyebb
részecskék, pl. a lipidcseppek felszallnak a fodyatklszinére. Az oldott anyagok, igy a MAB is a
feliliszéban maradnak.

A sejtek levalaszthatémikrosziréssel is. Az allati sejtek mérete tobb tiz mikrory f@. egy
0,65 um-es poérusmérétsirével a sejtek és a szétesett sejtek darabjai j@ldsethatok. Mélységi
(dead-end) dwés esetén a membran fellletén a sefieldzirélepény alakulna ki, ezért a Ié
cirkuléltatasaval keresztaramu (cross flowjirést alakitanak ki. Ezzel a technikdval nem lehet a
teljes folyadékmennyiséget kivonni a betoményitetftes |€Bl, ezért célszér a hatéanyagot
sboldattal (PBS = phosphate buffered saline = &dtadf pufferolt séoldat) kimosni, azaz diaszst
alkalmazni.

8.2.3. Kinyerés Protein A affinkromatografiaval @nt)

A szirt, homogén oldatban az ellenanyagon kivil még&ekbldott szennyezés van. Az
antitestek kivonasanak hatékony és szelektiv mddjgy a célterméket olyan affinkromatogréfias
télteten kétik meg, amelynek liganduma a Staphydoos Protein A fehérje. Ez az antitestek kdzds,

s sz

El6nyei:



- Szelektiven és nagy affinitassal koti az antitesttek
- Nagy a kapacitasa (15 — 30 g MAB/liter téltet)

Hatranyai:

- Draga: 8000-10.000 USD/liter (300 l-es oszlop as@&®000 USD/I-rel szamolva egy
toltet ara 3 millié $, amivel 20 - 50 kromatogréafiégezhst el.)

- Toxikus (megzavarja az immunrendszert)

- Aligandum levalhat, szennyezheti az oldatot

- Az oszlop tisztithsa nehézkes (érzékeny a szokéasO$1 koncentraciokra)

A szennyezett oldatot pH=7-en felviszik az affinldtmara. Az antitestek Fc régidjukkal
megkdtdnek a Protein A ligandumokon, az egyéb oldottagoik kimosddnak az oszlopbdl. A
megkotott fehérjéket citrat pufferrel végrehajmrtadiens eltcioval (pH @F— pH 3,8-ra) oldjak le a
toltetrdl. A Protein A szelektivitAsanak koszonde az igy kapott oldat (fehérje)tisztasaga a 9& %-o
is eléri.

8.2.4. Tisztitas kationcsedékromatografiaval (10. pont)

A kapott oldat még mindig tartalmazhat oldott szeméseket. Ezek eredhetnek az Allati
sejtekdl (HCP), lehetnek dezaminalddott, toredezett vaggregalodott MAb molekulak, amelyeket
az affinkromatografia nem kulonitett elstSaz affinkromatografia soran bekerilhettek lev@iotein
A ligandumok is. Az dis kationcserél gyantan gyengén savas kdzegben (pH = 4,5 - 5,0) az
ellenanyag megkédik, a szennyezések kimoshatok az oszlopbdl.otkrinék leoldasat gradiens
elaciéval valositjak meg. Egyes eljarasokban pHligrast (pH 5,0~ 7,4), masokban ségradienst
(NaCl 0— 1,0 M) alkalmaznak.

8.2.5. Tisztitas anioncseséjyantan (11. pont)

A kationcserével el lehet tavolitani a fehérje smezések nagy részét, de még mindig
maradhatnak savas karakiemolekuldk, el§sorban nukleinsavak. Ezek szarmazhatnak a térmel
allati sejt kromoszomaibal, illetve esetleges Vieuszestdl. Ezek eltavolitasanak jellezépése az
anioncserdis tisztitds. A gyantdn az antitest nemdklit meg, a nukleinsavak viszont igen. Az
adszorpciét semleges kozegben (pH ~ 7,0) hajtj@jeyéeliciora nincs szikség, a szennyezések a
gyanta regeneralasaval tdvoznak.

8.2.6.  Virusmentesités (12. pont)

A gyartasi eljardsokba beépitett virusinaktivatdadlitdo eljarasok lehetnek fizikai, kémiai
vagy fotokémiai eljarasok. A legrégebbi fizikai nsadr apaszérizalas, szamos virus elpusztitasara
alkalmas a +60C-0s 10 6ras dkezelés. A totdlis virusmentesités a pusztuldstiia ismeretében
nem lehetséges. Az egyesivaletek hatékonysagat a viruskoncentracio csokése&spontosabban
annak logaritmusaval jellemzik. Példaul ,6 log” kkénés egymilliészoros virusszam csokkenést
jelent, azaz MNyegs = 10

S/D modszefszolvens/detergens modszer)

Szolvensként leggyakrabban tri-n-butil-foszfatoNBP), detergensként Triton X-100-at, vagy

Tween készitményeket hasznalnak. Ezekkel elggantioras bkezelés 30C-on a virusok tilnyomo
részének inaktivalasara. Ezutan a bevitt vegyseeredrmészetesen el kell tavolitani, ezt steril
névenyi olajos extrakcidval célsfiemegvaldsitani.

Megfeleb korilmények kozoétt végrehajtotiltraszirés is alkalmas lehet a virusrészecskék
eltavolitasara.



8.2.7. Koncentralas ultrageéssel (13. pont)

A fermentorbdl lefejtett 1€ 100-200 mg/liter kont€rtidban tartalmazza az antitesteket. A
dias4irés soran ez a koncentracié csokken, az affinkrognafia viszont tdbb nagysagrenddel ndveli
koncentraciot. A kromatografias és inaktivalasiélégk soran az oldal Gjra egyre higabb lesz, nem éri
el a kiszerelési koncentraciot. A felhasznalasredakasos ddzis 10-50 mg, 1-5 ml térfogatban. Ez az
jelenti, hogy az oldatot be kell tdtményiteni 10-@0 koncentraciora. A betdményités kiméletes, és
egyuttal tisztitassal is jaro technikaja a koncdés ultrasiréssel. A MAb molekulatémege 180-190
kDa, ezt visszatart6 membrannal tdményttheEzen ugyanakkor atmennek az esetleges kis
molekulaju szennyézkomponensek, példaul a pirogén toxinok.

8.2.8. Formulazo6 anyagok hozzaadasa (14. pont)

A kiszerelt készitmény nem csak a hatdanyagot Ihaaizza, hanem az optimalis hatas
kifejtéséhez szikséges, onmagukban hatastalan kmmpeket is. A monoklondlis ellenanyag
fehérjén kivil célszérbevinni:

- Puffer rendszerta pH allando értéken tartaséara. Liofilizalas @setbnyods, ha a puffer
nem tartalmaz illékony komponenst, mert annak etgze a vakuumban elveszhet.
Stabil példaul a foszfat puffer.

- lonerdsségbedllitasara és amzmolaritasbeallitasara asvanyi sékat, legegyshben
NacCl-ot.

- Fagyasztas, vagy liofilezés esetéal; anyagok pl. szahar6z, mannit, esetleg glicerin

- Toéltdanyaggyanant pl. glicin is adagolnak.

Erre a célra mar kiléndsen nagy tisztasdgu anyago&aznalnak, hiszen a végtisztitas
fazisdban vagyunk, tovabbi tisztitas mar nem kéazkk

8.2.9. Mélységi grés (15. pont)

A segédanyagok beoldasa utan még egy utols6 mélyAiEgs kovetkezik, amely eltavolitja az
esetlegesen bekerilt mechanikai szennyezéseket.

8.2.10. Dozirozas, liofilezés (16. pont)

A szirt oldatot ampulldkba dozirozzak. Egyes MAB késgitgreket oldat form4jaban dobnak
piacra, masokat liofilizalnak, és porampulla foraiign szallitidk. A fehérjék tarolasi stabilitasat
minden esetben alaposan vizsgaljak, és a stalilktieget optimaljak.

8.3. Tendenciak a MAB feldolgozasi technologiakban

A monoklonalis ellenanyagok piaca robbanadszetdvil, sokféleségében, mennyiségében és
arbevételében egyarant. Ez a ndvekedés egyfajilfesget okozott a technologian belil. Az
Upstream technologidk, az ellenanyagadélitdsa az utdbbi néhany évben korilbelil harom
nagysagrenddel ndvekedett,ésigrban a fermentlevek végsterének emelkedése révén. Ugyanakkor
a Downstream processing, a feldolgozas kapacitdsft &b egy nagysagrenddel, a tizszeresére
ndvekedett, ami nehézségeket okoz a gyartas fejkdzen.



