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Monoklonalis ellenanyagok

Az antitestek fehérjeszerkezete

Két-két egyforma konnyl és nehéz lancbdl allnak, ezen
belll allando és variabilis régidbdl.
108 Light Chain 214
N COOH
Heavy Chain

N [0 | COOH
Heavy Chain
v e com @

Light Chain

Variable (V) o .
- regions et nsanc (Cjregions

I = Hypervariabk regions

. = carbohydrata

D = Hinge region

= Disulfide (3-5) bridges

Antitestek

A szervezetben egy adott antitest tomeges termelését
a plazmasejtté alakult B sejtek végzik.

]

Angodies are lriogered when a B call
encountars its marching anigen
~
‘The B cell takes in the anfigen
and digests it

~

then it displays antigen fragmenits
bound to /ts own distinctive
MHC malecules.

S

The combination ef antigen kagment
and MHG malecule atiracts the help
of a mature, matching T ced,

Lymphokines secreted by the T call allow the B cell 1o
altiply and mature into anlibody-producing plasma cells R

Al

Released into the bloodsiream, eniibodies losk >
matching artigens. These anigen-amibody complexss *
e soomsiminate, < by e comoement cascade A g M 5

r by the liver and the spieen

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Monoklonalis antitestek

Antitestek

Az ellenanyag molekulak nagy
része az ugynevezett immun- &
globulin (lg) fehérjecsalad tagja. i
Feladatuk, hogy specifikusan az = #"%
adott antigénhez kapcsolddva a4
olyan folyamatokat inditsanak el

ami az antigén hatastalanitasa-
hoz vezet:

> virusinaktivalas
» baktériumok agglutinalasa \
» megjelolés fagocitozisra

disulphide
ong.

Az antigén fellletén a kapcsol6-
dasi rész: epitop

haavy chain

Antitestek

A szervezet ~107-10° féle kilon-
b6z6 antitest eldallitasara képes.
Ennek alapja, hogy antitest do-
ménjei sok valtozatban taroldd-
nak a génallomanyban, és a ki-
iras soran ezek random maédon
el kombinalodhatnak.
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‘Gene components
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Poliklonalis antitestek -
(Polyclonal antiserum)
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Monoklonalis ellenanyagok

egyetlen B-limfocita klon termékei

homogének (antigénspecifitas, affinités, izotipus)
kiszamithatd hatas, kevés mellékhatas

elénye a poliklondlis ellenanyaggal szemben, hogy a
meghatarozott specificitasu és izotipusu ellenanyagok

nagy mennyiségben és azonos minéségben
(,pharmacology-grade”) allithatok eld

- jelent6s a szerepuk biokémia, a molekularis genetika, és
a gyogyaszat terlletein
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»Antitest-mérndkség”

Antibody Engineering

murine chimeric humanized

Omab Ximab Zumab

Mouse hybridoma technology Antibody libraries
Transgenic mouse

Human hybridomas
)

Genetic Engineering

ﬁ V gene cloning / CDR grafting 9
Mammalian Expression

Teljes technolégia (upstream+downstream)

Sejtbank Oltaanyag Sejtszaporitis Sejtszaporitis MABtermelés  Sciirés Tarokis
€ 8 0
i woml |JCL)]
Sejtiomeg eldélitasa Termékképzés Sejtek elvalasztésa

I Upstream processing” I ‘ Downstream' |

Affinkrom. loncsere!  loncsere2  Vimssziiis  Koneentrilds Sziirés Fagyasztas
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Koncentralds, tisztitds.

Formulazas

Downstream processing’
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Monoklonalis antitestek

Monoklonadlis ellenanyag el6allitas menete

» egér/patkany beoltasa antigénnel (tébb lépcsdben)
» lép vagy nyirokcsomo eltavolitasa, homogenizalasa

»> lépbél szarmazoé plazmasejtek + egér tumorsejtek
(plazmacitéma/mieléma sejtek) fuzidja

> Az ellenanyag termel6 klonok azonositasa, izolélasa

» Atermel6 hibridémak folyamatosan szaporodnak és
ellenanyagot termelnek, ami a tapoldatban feldusul
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A monoklonalis antitestek felhasznalasa

Az antitestek tobb célra is felhasznalhatok:

1. Nem terapias antitestek:
» Biokémiai kutatasok
» Immun-analitikai eljarasok
» Feldolgozasi miveletekben (pl. affin-
kromatografia)

2. Human (in vivo) felhasznéalasu antitestek:
» Diagnosztikaban (pl. Prostascint)
» Terapiaban (elsésorban tumorok ellen)
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MADb termelési technoldgiak

ReoPro C_ontlnuous/Perfuswon (spin- 10-500 L
filter)
Zenapax Fed-batch (stirred tank) Not disclosed
. Continuous/Perfusion Not disclosed
Simulect
(membrane)
Synagis Fed-batch (stirred tank) 400 — 10000 L
Remicade C.ontlnuous/Perfuswon (spin- 10-500L
filter)
Herceptin Fed-batch (stirred tank) 80—12000 L
Myascint Continuous/Perfusion (spin- 10-500 L

filter)

Continuous/Perfusion (hollow-  Not disclosed )

ﬁ Humaspect fibre)
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Protein A-affinkromatografia
Staphylococcus Protein-A, Fc régiohoz, ellcio pH
gradienssel (7->3,8 , citrat), 98% tisztasag.
Elényei:
— Szelektiven kéti az antitesteket
— Nagy a kapacitasa (15-30 gl/liter toltet)
Hatranyai:
— Draga: 8000-10 000 USD/liter
(300 I|-es oszlop esetén 10 000 USD/I-rel szamolva
egy toltet ara 3 millio $, amivel csak 15-20 tisztitasi
mdivelet végezhet6 el.)
— Toxikus, Tovabbjuthat, szennyezhet az elvalasztas
soran
oszlop tisztitdsa nehézkes
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Kromatografias polishing

MAB kromatogramja kationcserélén

= Fehére, UV 280 nm
a0 ® Vezetiképesség
o1 0o

anv Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Monoklonalis antitestek

Sejtek elvalasztasa

Centrifugalas (folyamatos, lemezes) — sejtek, nagyobb
sejttormelékek

Mélységi szlrés — kisebb sejttormelékek (mas oldott
szennyezOk is adszorbealhatnak)

Abszolut sziirés (0,45 vagy 0,2 mikron) — szilard szemcsék,
(0,2 mikron esetén baktériumok)

Vagy cross-flow mikrosziirés - az éllati sejteket 0,65 ym po-
rusméretl mikroszlrével valasztjak el.

Az oldott fehérjéket a sejtek kozil sooldattal (PBS =
phosphate buffered saline, foszfattal pufferolt so-oldat)
mossak ki. (diszlrés)

anv Tanszék

Kromatografias polishing

Maradé szennyezések: Termeld sejt fehérjéi (HCP),
toredezett, aggregalédott MAB, Protein-A ligand.

Kation és anioncseréld, HIC.

KATIONCSERELO: erés kationcseréld,

Cél: a fétermék megkotése, a szennyez6 anyagok
kimosasa, azutan a MAB elucidja.

pH = 4,5-5, Mosas
Eluéalas: pH-gradiens: pH 5,4—8,0 (vagy sogradiens NaCl)
A kolonna regeneralasa: cc séoldattal
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Kromatografias polishing

ANIONCSERELO:

Cél: a szennyez6 anyagok megkétése, a fétermék kétédés
nélkil atmegy az oszlopon. Féleg nukleinsavak.

Eltcio: pH= 7,0 (75 mM foszfat)

A kolonna regeneralasa: soéoldattal (0,5 M foszfat)

Modes of chromatography employed as poelishing steps in mAb processes for
clearing specific kinds of contaminanis

Impurity Mode of chromatography
High molecular weight aggregate HIC, CEX
Host cell protein impurities AEX, HIC. CEX

Leached Protein A
ﬁ Wiral clearance

Hydroxyapatite, HIC, CEX
AEX, CEX, HIC, HA
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Virusmentesités Koncentralas
Inaktivalds hdkezeléssel Eltavolitis a Py A
) A fermentlé MAB-koncentraciéja 100-150 mg/l. A végter-
UPasztorizalas UNanosz(rés

mékben 10-20 g/l-re van sziikség, a koncentralas legkimé-

QSzaraz hékezelés QKromaf rafidas modszerek PO Y T
) = letesebb maédja az ultrasziirés. A MAB moéltémege 180-190
QGézoles OKicsapas o P - .
kDa, ez alatti vagasu membran szlikséges.
(Kisebb szennyez6k kimosasa, puffer csere, diasziirés)
QSolvens - Detergens eljaras OMetilénkek
Q3-Propiolakton QPsoralen
QJod QHypericin

Hokezelés (60°C, 10h), Szolvens/Detergens moédszer (30°C 4h)
Szlirés: 20-50 nm,
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Formulalas, liofilezés Egy kiszerelt MAB-készitmény Osszetétele
| dient Al t /vial Functi
Hozzaadjak a végsé formuldzashoz sziikséges anyagokat: ngredien mount / via unction
Puffer: nem illékony, pl. PO, Basiliximab protein 200 mg active substance
lonerésség beallitasa: NaCl potassium dihyd. phosphate 7,212 mg buffering agent
Fagyvédd anyagok: pl. szahar6z, mannit, glicerin disodium hydrogen phosphate 0,992 mg buffering agent
Téltéanyag: pl. glicin sodium chloride 1,608 mg ionic strength
(pirogénmentesek, tisztak) sucrose pyrogen-free 200 mg lyoprotectant
. L mannitol pyrogen-free 80,0 mg bulking agent
Még egy mélységi szlirés. . .
glycine pyrogen-free 400 mg bulking agent

Oldatban vagy liofilezve kerll piacra.
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