Monoklonalis ellenanyagok
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Antitestek

Az ellenanyag molekulak nagy
resze az ugynevezett immun-
globulin (lg) fehérjecsalad tagja.
Feladatuk, hogy specifikusan az
adott antigénhez kapcsolodva
olyan folyamatokat inditsanak el
ami az antigen hatastalanitasa-
hoz vezet:

» virusinaktivalas

» bakteriumok agglutinalasa

» megjelolés fagocitozisra

Az antigen feluletéen a kapcsolo-
dasi rész: epitop
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Az antitestek feherjeszerkezete

Ket-ket egyforma konnyu és nehez lancbdl allnak, ezen
belul allando és variabilis regiobal.
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Antitestek

A szervezet ~107-10° féle kulon-
bozO antitest elballitasara kepes.
Ennek alapja, hogy antitest do-
menjei sok valtozatban tarolod-
nak a genallomanyban, és a ki-
iras soran ezek random modon
ifrem kombinalodhatnak.

gene

components
encoding a
heavy chain

Gene components
scattered through
one chromosome
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Antitestek

A szervezetben egy adott antitest tomeges termeleset
a plazmasejtté alakult B sejtek vegzik.

Antibodies are triggered when a B cell
encounters its matching antigen.

N &
The B cell takes in the antigen
and digests it,

S

then it displays antigen fragments
bound to its own distinctive

MHC molecules. The combination of antigen fragment

~ and MHC molecule attracts the help

of a mature, matching T cell.
%
Lymphokines secreted by the T cell allow the B cell to c%ﬂ
multiply and mature into antibody-producing plasma cells. ~a
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Released into the bloodstream, antibodies lock onto
matching antigens. These antigen-antibody complexes *‘

are soon eliminated, either by the complement cascade 4 l\
or by the liver and the spleen.




Poliklonalis antitestek
(Polyclonal antiserum)
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Monoklonalis ellenanyagok

- egyetlen B-limfocita klon termekei

- homogenek (antigenspecifitas, affinitas, izotipus)

- kiszamithato hatas, keves mellékhatas

- elonye a poliklonalis ellenanyaggal szemben, hogy a

llllll

nagy mennyisegben és azonos minoséegben
(,pharmacology-grade”) allithatok el6

- JelentOs a szerepuk biokémia, a molekularis genetika, és
a gyogyaszat teruletein
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Monoklonalis ellenanyag eloallitas menete

» egér/patkany beoltasa antigennel (tobb leépcsdben)
» |lep vagy nyirokcsomo eltavolitasa, homogenizalasa

> lepbol szarmazo plazmasejtek + eger tumorsejtek
(plazmacitoma/mieloma sejtek) fuzioja

» Az ellenanyag termel0 klonok azonositasa, izolalasa

» Atermeld hibridomak folyamatosan szaporodnak és
ellenanyagot termelnek, ami a tapoldatban feldusul
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JAntitest-mernokseg”

Antibody Engineering

murine chimeric humanized
Omab Ximab
l , |
Mouse hybridoma technology Antibody libraries

Transgenic mouse

Human hybridomas

Genetic Engineering
V gene cloning / CDR grafting
Mammalian Expression



A monoklonalis antitestek felhasznalasa

Az antitestek tobb célra is felhasznalhatok:

1. Nem terapias antitestek:
» Biokémiai kutataso

» Immun-analitikai el

K
arasok

» Feldolgozasi mive
kromatografia)

etekben (pl. affin-

2. Human (in vivo) felhasznalasu antitestek:
» Diagnosztikaban (pl. Prostascint)
» Terapiaban (els6sorban tumorok ellen)
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Teljes technologia (upstream+downstream)

Sejtbank Oltéanyay Sejtszaporitas Sejtszaporitas MAB-termelés Sziires Tarolas
/-v'\ ----- -» =
- i = . 1[0 —I:] 0 000 . .
Sejttemeg elallitasa Termékképzés Sejtek elvalasztasa
’ ,Upstream processing’ | | ,Downstream” ’
Affinkrom. loncsere 1 loncsere2  Vimussziirés  Koncentralas Sziirés Fagyasztas
Pl B e T8 ]
Koncentralas, tisztitas Formulazas

,Downstream processing”




MADb termelési technologiak

| Product __| Culture system _______| Bioreactor Train Scale

Conti | in- —
ReoPro .ﬂntlnunuS;’Perfusmn (spin 10-500 L
filter)
Zenapax Fed-batch (stirred tank] Not disclosed
. Continuous/Perfusion Mot disclosed
Simulect
(membrane)
Synagis Fed-batch (stirred tank) 400 — 10000 L
. Conti Perfusi in- 10 —-500 L
Remicade .nn inuous,/Perfusion (spin
filter)
Herceptin Fed-batch (stirred tank) 80 —12000 L
MyoScint ff:ﬂﬂtIHUDUS_J"PEFfUSIDﬂ (spin- 10 —-500 L
filter)
Continuous/Perfusion (hollow-  Not disclosed

@ Humaspect fibre)



Cell
culture
harvest

:

Protein A
chromatography

'

Viral
inactivation

¥

Chromatographic
polishing
steps (2)

l

Viral
filtration

'

UF/DF
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13



Sejtek elvalasztasa

Centrifugalas (folyamatos, lemezes) — sejtek, nagyobb
sejttormelekek

Melyseqi szlres — kisebb sejttormelekek (mas oldott
szennyezOk is adszorbealhatnak)

Abszolut szlrés (0,45 vagy 0,2 mikron) — szilard szemcseék,
(0,2 mikron eseten baktériumok)

Vagy cross-flow mikroszlres - az allati sejteket 0,65 um po-
rusmeéeretld mikroszurovel valasztjak el.

Az oldott fehérjéket a sejtek kozul séoldattal (PBS =
phosphate buffered saline, foszfattal pufferolt so-oldat)
mossak ki. (diszlrés)
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Protein A-affinkromatografia

Staphylococcus Protein-A, Fc régiohoz, elucié pH
gradienssel (7->3,8 , citrat), 98% tisztasag.

Elonyeil:

— Szelektiven koti az antitesteket

— Nagy a kapacitasa (15-30 g/liter toltet)
Hatranyai:

— Draga: 8000—10 000 USD/liter

(300 |-es oszlop eseten 10 000 USD/I-rel szamolva
egy toltet ara 3 millid $, amivel csak 15-20 tisztitasi
muvelet végezheto el.)

— Toxikus, Tovabbjuthat, szennyezhet az elvalasztas
soran

tisztitasa nehézkes
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Kromatografias polishing

Marado szennyezesek: Termel0 sejt feherjéi (HCP),
toredezett, aggregalodott MAB, Protein-A ligand.

Kation és anioncseréld, HIC.

KATIONCSERELO: erés kationcserélo,

Cel: a fotermek megkotése, a szennyez0 anyagok
kKimosasa, azutan a MAB elucigja.

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

MAB kromatogramja kationcserélon

a4 ® Vezetoképesseg

®m Fehérje, UV 280 nm p -
B pH l
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Kromatografias polishing

ANIONCSERELO:

Cél: a szennyez6 anyagok megkotese, a fotermek kotdodes
nelkul atmegy az oszlopon. Fb6leg nukleinsavak.

Eldcio: pH= 7,0 (75 mM foszfat)
A kolonna regeneralasa: sooldattal (0,5 M foszfat)

Modes of chromatography employed as polishing steps in mAb processes for
clearing specific kinds of contaminants

Impurity Muode of chromatography
High molecular weight ageregate HIC, CEX

Haoasl cell protein impurities AEX, HIC, CEX

Leached Prolein A Hydroxvapatite, HIC, CEX

Wiral clearance AEX. CEX. HIC, HA




Virusmentesitées

Inaktivalas hokezeléssel Eltavolitas
QPasztérizalas QNanoszlrés
QSzaraz hokezelés QKromatografias médszerek
QGo6zoles QKicsapas

- Keémiai modszerek  Fotokémiai médszerek
QSolvens — Detergens eljaras QMetilénkek |
Q3-Propiolakton QPsoralen
QJoéd QHypericin

Hokezelés (60°C, 10h), Szolvens/Detergens modszer (30°C 4h)
Szurés: 20-50 nm,

19

B

iﬂﬁ%ﬁ N oz e aer i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék




Koncentralas

A fermentle MAB-koncentracioja 100-150 mg/l. A végter-
mekben 10-20 g/l-re van szukseg, a koncentralas legkime-

letesebb mddja az ultraszurés. A MAB moltomege 180-190
kDa, ez alatti vagasu membran szukseges.

(Kisebb szennyezOk kimosasa, puffer csere, diaszlres)
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Formulalas, liofilezés

Hozzaadjak a vegso formulazashoz szukseges anyagokat:
Puffer: nem illekony, pl. PO,

lonerosseg beallitasa: NaCl

Fagyvedo anyagok: pl. szahar6z, mannit, glicerin
Toltéanyag: pl. glicin

(pirogenmentesek, tisztak)

Meg egy mélyseqi szures.

Oldatban vagy liofilezve kerul piacra.
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Egy kiszerelt MAB-készitmeny osszetetele

Ingredient

Amount / vial

Function

Basiliximab protein

200 mg

potassium dihyd. phosphate 7,212 mg

disodium hydrogen phosphate 0,992 mg

sodium chloride 1,608 mg
sucrose pyrogen-free 200 mg
mannitol pyrogen-free 800 mg
glycine pyrogen-free 400 mg

active substance
buffering agent
buffering agent
lonic strength
lyoprotectant
bulking agent
bulking agent
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KOSZONOM A FIGYELMET!
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