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Antitestek

Az ellenanyag molekulak nagy része az ugynevezett immun-
globulin (lg) fehérjecsalad tagja.

Magat a folyamatot az antigén (virus, baktérium, rakos sejt,
idegen test, parazita) megjelenése hatarozza meg.

Feladatuk, hogy specifikusan az adott antigénhez

kapcsolodva olyan folyamatokat inditsanak el ami az antigén
hatastalanitasahoz vezet:

» virusinaktivalas
> baktériumok agglutinalasa
» megjelolés fagocitozisra

Az antigén feluletén a kapcsolédasi rész: az epitop
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Az antitestek fizioldégias szerepe
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WOUH . bacteria

Az antitestek nagyon specifikusak,
minden antitest egy specifikus

antibodies antigént ismer fel.
B cell )’ Az antitestek a B limfocitak felliletén
\ 3 —; I o keletkeznek és igy kerulnek a vérbe.
-k - Oc_‘; @) (@) ’

macrophage—_  ©

Academy Artworks

Amikor pl. egy baktérium bekerul a sebbe,
a B limfocitak kieresztik az antitesteket, amelyek hatastalanitjak a
baktériumokat és bejuttatjak oket a falé sejtekbe.

A természetes antitestek poliklonalisak, mert tobb fajta B sejtbol
szarmaznak, tobb epitép ellen.
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Antitestek - IgM

W\
Szerkezet: pentamer -4 Vo~ P
ST Y0 7
Aré titestek kozott: 5-10% o< TR “%
ranya az antitestek kézoétt: 5-10% % PR
OO
Elofordulasa a szervezetben: vér nyirok, gg 0000 00 QQ‘-“
B-sejtek feliilletén (monomer) R 0% Q
'y BEEAS N
Féléletideje a szérumban: 5 nap 20 900 =
(%

Atlép-e a méhlepényen: nem

Szerepe: az elso antitest kozvetlenul a
fertozés utan
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Antitestek IgA

Szerkezet: dimer b‘}-\\ Jﬂg
L[4
Aranya az antitestek kézott: 10-15% 88
El6fordulasa a szervezetben: ver, nyirok, ,)
testnedvek (kdnny, nyal, bél, tej) })8
Féléletideje a szérumban: 6 nap % o
AN

Atlép-e a méhlepényen: nem

Szerepe: helyi védelem a nyalkahartyaknak,
immunitast biztosit a csecsemo béltraktusanak.
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Antitestek - IgD i

%
= - F - r
Szerkezet: monomer B
R
Aranya az antitestek kozott: 0,2%

El6fordulasa a szervezetben: vér, nyirok, B sejtek feluilete
Féléletideje a szérumban: 3 nap
Atlép-e a méhlepényen: nem

Szerepe: inditja az immunvalaszt
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Antitestek - IgE

30
7 Sa
Szerkezet: monomer %Q |

Aranya az antitestek kozott: 0,002%

Elofordulasa a szervezetben: vér, hizosejtek (masztocitak)
feluletéhez kapcsolodva az egész testhen

Féléletideje a szérumban: 2 nap

Atlép-e a méhlepényen: nem

Szerepe: allergias reakciokért felel, allergia-tesztekben a
célmolekula
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Antitestek IgG

R A

Szerkezet: monomer __ Q 0
Aranya az antitestek kozott: 80% QO 0
El6fordulasa a szervezetben: vér nyirok, bél 00

|}

Féléletideje a szérumban: 23 nap
Atlép-e a méhlepényen: igen

Szerepe: eloidéz fagocitozist, semlegesit toxinokat és virusokat,
védi a magzatot ill. az ujszulottet.
gyogyaszati, terapias alkalmazas,
diagnosztikai komponens,
elvalasztastechnikai komponens (affinitas-kromatografia).
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Az IgG antitestek szerkezetének abrazolasai

Light
4z, c<hain L -
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Foreign particie
binding site

Foreign particle
binding site
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Az antitestek szerkezete

—— Antigen binding sites —
| Variable regmn ‘

on heavy
chain

* Fehérje
2 nehéz lanc
2 konnyi lanc
Diszulfid hidak
« Variabilis régio

Variable region

Antigén felismerd chain D:suh‘: b ﬁ,x-*:':' \ \ on light chain
 Konstans régio bridges : Hg Constant region

Effektor funkciok - xl on light chain

Osztaly es alosztaly  eqyy chain —— ../ | Constant region

— 7 on heavy chain
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Complementarity determining regions (CDR)

Az antitestek mikodésének ereje a CDR régidknak koszonhetoéen.

Mindegyik CDR hurok (loop) 5-7 AA hosszu.

+
hupervariable
regions

o:a MERCK ABMA XIS
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arranged
gene

components

encoding a

heavy chain
Gene components
scattered through
one chromosome

V — variable
J — joining
D — diversity

C - constant
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Antitestek

A szervezet kb. 3x10" féle kiilonb6z6 antitest
eloallitasara képes.

Ennek alapja, hogy antitest doménjei sok
valtozatban tarolédnak a génallomanyban, és a
kiiras soran ezek random médon
kombinalédhatnak.

Konnyi lanchoz: 250 V-szegmens, 4 J-szegmens,

3 kulonboz6 kapcsolodasi lehetéség

Ez 0sszesen 250 x 4 x 3 = 3000 kulonboz6 konnyi lanc
varians.

Nehéz lanchoz: 44 V-szegmens, 27 D-szegmens,

6 J-szegmens, 3 kuilonb6zo6 kapcsolodasi lehetoség.
Ez 0sszesen 44 x 27 x 6 x 3 = 21 384 kulonboz6 nehéz
lanc varians. A két fajta konstans régié miatt ez
osszesen 42 768

A hipervariabilis régiok altal biztositott valtozatokkal
beszorozva 3 x 10" (~30 milliard) valtozat lehetséges.

14

{7 | [ e - . T A £ . ’ "
cumseenennnreegy DM E Alkalmazott Biotechnolégia €s Elelmiszertudomany Tanszek



Antitestek — DNS fragment atrendezodés a B-sejt fejlodése soran

mouse B cell tumdor
miouse embryo making a
cell not making lg specific light chain

ik

DNA EXTRACTED
AND DIGESTED
WITH RESTRICTION
ENZYME
| |

] DMNA AESTRICTION FRAGMENTS
{ SEPARATED BY ELECTROPHORESIS
1 |
V- AND C-REGION CODING
SEQUENCES VISUALIZED
BY HYBRIDLZATION WITH
RADIDACTIVE DNA PROBES
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Genes in heavy chain locus
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Removal of unwanted D and J gene segment
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Recombination of D and J exons — 0J recombination
-
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Removal of unwanted V and D gene segment
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Recombination of VW and DJ exons = VDJ recombination
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Antibody transcripl will also include constant damain gens
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Az antitestek glikozilalasa
A nehéz lancokon egy-egy N-glikozilalasi hely van (Asn-297).

-GIn-Tyr-Asn,g,-Ser-Thr-Tyr-Arg-
|

Fuc - GlcNAC PLiLE
| B1-4
GlcNAC B
| Bi-4
Man al-g ﬁ1_qt-3
/ = \\ &
g1z B1-2
Man GIicNAc Man [] []
| | Bi1-& f1-4
GlcNAC GlcNAC O ¢
az2-5 az-5
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Poliklonallis és monoklonalis antitestek keletkezése
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Polyclonal antiscrum
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A Mab-ok eloallitasa hibriddma technikaval

A monoklonalis antitestek egyformak, mert egyfajta immunsejtbol
keletkeztek, amely immunsejtek egyetlen sejttol szarmaznak.

L L. Immurization with Mylena celis
A kivant monoklonalis antigan /J;:*
antitestet termel6 se’j’t ool G}
egyetlen, a megfelelo i —

antitestet termel6 B sejtbol és
egy tumor sejtb6l (myeloma Calt fussicn

sejt) keletkezik fuziéval.
Ezeket hybridomaknak Unfused cefis

nevezziik. @ E;_:) (\!j_';)

A monoklonalis antitestek

. v g oy Girow an
azonos antigén koté hellyel t;:; * salsctive
rendelkeznek, igy ugyanahhoz ——_
az antitest osztalyhoz YYYY -
tartoznak, és ugyanahhoz az Monescional e

epitophoz kapcsolédnak.
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Monoklonalis ellenanyag eloallitas menete

egér/patkany beoltasa antigénnel (tobb lépcsoben)
lép vagy nyirokcsomo eltavolitasa, homogenizalasa

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

Az ellenanyag termelo klonok azonositasa, izolalasa

A termelo hibridomak folyamatosan szaporodnak és
ellenanyagot termelnek, ami a tapoldatban feldusul

s mieeirkeianseeyyn BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék
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Miért hibridoma?

- Az antitesteket termelo plazmasejtek nem képesek
osztdodni, nem lehet sejttenyészetben szaporitani és
termeltetni.

« Csak a tumorsejtek képesek korlatlanul osztodni
(immortality).

« E ket tulajdonsag egyesitésével kaphatunk olyan
sejtvonalat, amely:

- monoklonalis antitestet termel
- korlatlanul szaporithaté

20
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Monoklonalis ellenanyagok

- egyetlen B-limfocita klon termékei
- homogének (antigénspecifitas, affinitas, izotipus)
- kiszamithato hatas, kevés mellékhatas

- elonye a poliklonalis ellenanyaggal szemben, hogy a
meghatarozott specificitasu és izotipusu ellenanyagok
nagy mennyiségben és azonos minoségben
(,,pharmacology-grade”) allithatdok elo

- jelentos a szerepuk biokémia, a molekularis genetika, és
a gyogyaszat teruletein

21
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”

A fuzié utan tobbféle sejt van jelen:
* fuzionalatlan plazmasejtek
* fuzionalatlan tumorsejtek
* hibridomak
ezek kozul kell izolalni a hibriddmakat.

A szelekcio azon alapul, hogy a tumorsejtekbe még a fu-
zid elott ket anyagcsere markert épitenek be (két enzim
hianya)

HAT meédiumon (hipoxantin, aminopterin, timidin) csak a
fuzionalt sejtek képesek szaporodni. —

£ 22
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”

@Y)é@s ®®®®
- W™ %

mouse spleen @jr
Cell Fusion @

(fusogen :: PEG)

@1 b é B-cells die within few days

Myeloma cells

Hypoxanthine
Arﬁfnpinnpterin @ ._( Myeloma cells die as they can
Thymidine C.? @ not grown in HAT medium

@ (@) @ Only the hybrid cells
" (hybridomas) survive
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”

DNS szintézis gatlas = sejthalal

aspartate + carbamoyl
PRPP + glutamine 3 Daﬁﬂﬂpﬁﬂtﬂ 4
| I
aminopterin — | OMP
|
IMP UMP
’ e 1
Al"ull"lF* GI"IF.u'1F' LI'II‘ o
ADP  GDP i
| ! CTP
dADP dGDP |
dCTP ——dcCDP
b
dGTPK | dOMP
I
DNA — dump
|
dATP ” | ammn:ptmngTMF
/
dTTP——dTDP

PRPP: phosphoribosylpyrophosphate,

fitaiai
R IR
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”

Kerul6 ut: hypoxantin és timidin adagolassal = szaporodas

aspart&t]% gpﬁ%rtgamcwl

PRPP + glutamine
|
aminopterin — | Uhl.#F
. HGPRT . |
;|||.,.|p :—-h}rpnxanthlne ur-:.qp
FuhlﬂF* Gh:ﬂF' |
ADP  GDP UTF
| r CTP
dADP dGDP I
dCTP ——dCDP
.
dGTP\ ‘ dCMP
I
KDNA . dUMP_
aminopterin— |
dATP ‘ dTMP<—thymrdinE
/
diTP dTDP

PRPP: phosphoribosylpyrophosphate,

HGPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, TK: timidine kinase
4 25
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”

HGPRT és TK hianyos mutansok hiaba kapnak segitséget = sejthalal
aspart&t]% gpﬁ%vitéamwl

PRPP + glutamine
|
aminopterin — | EI'!':.*IF oy oyx
. ER _ | Tulelés a
IMP& WREESEIINS  UMP mieloma sejtek
AMP  GMP | szamara
ADP  GDP il csak a
| r CTP B sejttol kapott
dADP  dGDP 4CTP —— dep HGPRT és TK
dGTP Y enzimekkel
‘ dCMP lehetséges
~ |
DNA dUMP
|
dATP 7~ ‘ WIHDNETHQTMF %hymrdina
dTiTP dTDP

PRPP: phosphoribosylpyrophosphate,
HGPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, TK: timidine kinase
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A monoklonalis antitestek felhasznalasa

Terapias eljarasok

Virus, baktérium elpusztitasa

Fertozés AIDS
Kozvetlen hatas Rak
_ Szervatultetés utan a kilokodés ellen
Immunszupresszio _ )
Autoimmun betegségek ellen
Rak Radioaktivitas szallitasa
Céliranyt biztosité  Mcyvenas Plazmin szallitasa
trombozis
Fertozés Antibiotikum szallitasa
e A, 27
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Biokémiai
kutatasok

Immun analitikai
eljarasok

Immuno-scintigrafia

Feldolgozasi
miveletek

Egyéb funkciok

Nem terapias eljarasok

RIA, ELISA, SPR,

Terhesség
Hormonok
Fertozés
Rak
Errendszeri
Mélyvénas
trombdzis
Rak
Mélyvénas
trombdzis
Erelmeszesedés

Fert6zés
Rek. Fehérje gyartas

Katalitikus Mab-ok

Bio-layer interferometry

Vérbol biomarker fehérjék meghat.

Elhalt szivizom termékeinek meghat.
Ddimer meghat.

ProstaScint (in-situ)

Fibrin specifikus Mab
(in-situ)

Mab aktivalt-vérlemezkék ellen (in-situ)

Mab gyulladasos leukocitak ellen
Affinkromatografia

Abzymes, Catmab
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Paul Erlich alma a Magic
| Bullet-rél megvalosult.

A monoklonalis antitestek
jelenleg a legfontosabb,
legigéretesebb és
leggyorsabban fejlodo
terulete a rak elleni

* kuzdelemnek.

. .. 0 %

ﬁ-ﬁp W1 Paul Enrlich
; ff 1 (1854-1915)
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A Mab-okkal kapcsolatos Nobel-dijak

History

Hybridoma Technology

George Kohler and Cesar
Milstein devised a method to
obtain large amounts of a mADb

The Nobel Prize for Medicine
-In 1988, & 1 Winter et al

pioneered the technlques to
humanize monoclonal antibodies
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Ervek a Mab-ok hasznalataval kapcsolatban

Ellene

« Szajon at nem adhaté

« Magas szukséges dozis
 Immunogenicitas

 Gyenge behatolas szilard
tumorokba

* Lehetséges keresztreakcidk
mas szovetekkel

- COG
* Lehetséges virus fertozés

 Nehézségek a nagyléptékii
termelésben

et
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Mellete

Biztonsagossag
Magas szelektivitas
Erés hatas

A lehetséges célmolekulak
széles valasztéka

Egyéeb gyogyszer hianya,
vagy meglévo gyogyszer
gyenge hatasa

—
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A Mab-ok fejlodése

Mouse Chimeric Humanised Human

100% 60-70% 90-95% 100%
egeér human human human

Ragcsalo eredeti Mab human felhasznalasat korlatozé tényezok

* Rovid féléletido a vérben

« A ragcsalo IgG sajatként valo felismerése (elismerése) korlatozott
« HAMA v. HACA valasz (de van HAHA valasz is!)

« Alacsony foku hatasossag

s 32
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Human Mab-ok létrehozasanak modszerei — phage display

ad Microbial surface display
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Az antigénnel fertozott human paciensek B
sejtjeinek DNS-én olyan PCR-t hajtanak végre,
amely a variabilis régidkat kodolo
génszakaszokat sokszorositja.

Ezeket a DNS darabokat random modon
bakteriofagok kapszidjukba pakoljak, majd a
beloluk keletkezett fehérje a felszinen
megjelenik.

Szilard felulethez kotott antigének csak azokat a
fagokat fogjak megkotni, amelyeknek a
felszinén a hozzajuk kapcsolédni képes feheérje
darabkak vannak. Ezek a fehérje darabkak a
megfelelo variabilis régiokbol szarmaznak.

A feldusult fagokban levo DNS
megszekvenalhato és beklonozhato ipari

termel6 emlos sejtvonalba.
g6

kalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Human Mab-ok létrehozasanak modszerei — transzgenikus eger

b Transgenic mouse

JOLFMPADLFMA

Human IgG genas

A technika ugyanaz, mint amikor
a human B sejtekbol és myeloma

Cell culture vt & ag sejtekbol hybridoma sejteket
.gf_f o9 1; S, mmunizatien - gllitanak elo.
\e oY/ .

v !

A kulonbség itt annyi, hogy ez

Myeloma - <" Spleen egy kulonleges egér, mert mar
celis ' B cells P v
) 8 eleve csak human szerkezetii
Yusmn antitesteket tud termelni.
L.
"y B < Megfertézve 6t a megfelel6
Hybridoma antigénnel, ezen antigen ellen
human jellegl antitesteket fog
sssssses eloallitani.
s sans Screening
Sissssss

A
;};:_
x{

]
'L
E
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Human Mab-ok létrehozasanak modszerei —

C Human memory B-cell
immeortahzation

F

Infectaed patiant

Isolate
I'I":EFI!'I-I:I-F}!'
B cells

EEHSE}
\\-1 - CD22* IgM~,
igD-, IgA
B celis
l:mma;'ahnhan
Cpls 2006
P 4 }_
Ny
E e ™
- 3 N K N N N
- F N N OE R N N
sFrEseeEw | S-ETH'-I'.IHII"II;
2 F d L R E R
-++++4-444

A
ke
==<

B sejt immortalizacio

A B sejtek keverékét megfertozik
Epstein-Barr virussal és a
szaporodasukat el6segito faktort adnak
hozza. Ezaltal a B sejtek folyamatos
osztdédasra lesznek képesek, mint a
hybridoma sejtek.

A nagy szamban elszaporodott sejtekbol
kiszilirhet6 a célként kitizott Mab-ot
termel6 immortalizalt B-sejt. A kisziirt
sejtvonal hasznalhaté kis léptéku cél-
Mab termelésére, vagy a konnyli és a
nehéz lanc szekvenalasa utan ipari
Iéptékben alkalmazhaté emlés sejtbe
kldnozhato.
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Humanizalt Mab-ok létrehozasanak modszere

W
B :1_
Vi L
Mouse bl ] o Jb o v“'-.r
mAb Eem ey Gf"ﬂ o 69*3 - s L
T & N 7
1'""” i,
v, qq-.‘*{}qﬂfﬂqn S Hur:';a:;mn
N —a IS 1!
Human ! ! '
mAD S

Az alap a human Mab, de a Complementarity Determining
Régiokat (CDR) tartalmazé6 gén szakaszokat (szekvenalas utan)
kicserélik az egér altal kialakitott CDR régiokban lévo

aminosavakra.

FIE,
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Monoklonalis antitestek elnevezésének rendszere

Egzredl Cel Forras Utotag
elétag

-o(s)- bone -u-  human -mab

Pali -vi(r)-  viral -0- mouse
-ba(c)- bacterial -a- rat

Ada -lifm)- immune -e- hamster
-le(s)- infectious lesions -i- primate

Beva -ci(r)- cardiovascular -Xi- chlmerl.c Abciximab
-mu(l)- musculoskeletal -zu- humanized , S

Cana -ki(n)- interleukin as target -axo- rat/murine hybrid m,egakadalyozza AR
-co(l)- colonic tumor verteSte,k ]
e R aggregatumainak
-ma(r)- mammary tumor kialakulasat.
-go(t)- testicular tumor A szo6 felbonthaté:
-go(v)- ovarian tumor ab- + -ci(r)- + -xi- + -mab.
-pr(o)- prostate tumor

Tras -tu(m)- miscellaneous tumor Amibdl lathato, hogy egy
-neu(r)- nervous system olyan kimérardl van szé,
-tox(a)- toxin as target amely érrendszeri
-fu(ng)- fungal kezelést tesz lehetdvé.
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Mab-ok a jelenben

rﬂa Ballagi Andras dr. - x?w FDA Approves Eli Lill = %Y c

C | [J www.wsj.com/articles/fda-approves-eli-lillys-lung-cancer-drug-1448386768 e @] (S =
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Moslt Popular Articles

U.S. Blacklists
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Syria Oil Deals With
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The U.5. FDA approved Eli Lilly's Portrazza to treat a form of the most common type of lung cancer. PHOTO: KRIS TRIPPLAAR/SIPA LISA ISIS @

By ANNE STEELE ® 7 COMMENTS Opinion: The
Miracle of

Squanto’s Path to
Plymouth &=

Mov. 24, 2015 12:39 p.m. ET

The U.S. Food and Drug Administration on Tuesday said it approved Eli Lilly 's drug to

treat a form of the most common type of lung cancer. Lak? Gt Bases
Again

Portrazza can be used in combination with two forms of chemotherapy to treat patients

Kerry Says Mideast

with advanced squamous non-small cell lung cancer who haven't previously received 2
Viclence Could

medication specifically for treating their advanced lung cancer. Portrazza, or ‘Spin Out of
Control’ @=

necitumumab, is a monoclonal antibody that blocks activity of EGFR, a protein

commonly found on squamous NSCLC tumors. Opinion: Turkey

swsj.comy/articles/kerry-warns-violence-in-mideasi-could-spin-out-ef-control-1448494388?mod=trending_now_4 Shoots Downa , T -
1 | il

Cy ) — e | S— = e !
®* & m = B O m [§FOAARGEY NS  PEIREKOMBINARS FTSREOMBIARN HU. <3 =) ™ W @f 2 D % X & a0 ¢ 1006

(i =ArRRrARE ern e s m pesennnhake oy YLD A lKalmazoll Biotechnologia €5 Ele MisZer udomany lLansze




Mab-ok a jovoben

Cutaneous T cell lymphoma

Advanced melanoma
Lupus nephritis
Invasive Candida Infection

Pseudomonas Infection

Alzheimer’s Disease
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Erdekes alternativak: Mab fragmentumok

Kis antitest fragmentumok (Fv vagy Fab) szintén alkalmasak citokinek

blokkolasara
Elonyuk: jobban behatolnak a szovetekbe

IgG Fiab’) ,
H H Fab Fc
L L
A i
e 5 R o e L8 Lw napaln
] digestion ulmtlﬂn Sgeation
Fragma-n!u HH

Antitest fragmentumok osszekapcsolasa dimerekkeé v. tetramerekke.
Elonyuk: megnovekedett hatas

A B C

Mesterséges Diabodies (bispecifikus Mabok) B
Két kulonboz6 antigén specifitasu antitest ., ., o s T

kapcsolasa (egyik a célfehérjét, a masik

az effektort kapcsolja) .. . veliwe vz )l

Osszekapcsol effektor sejteket

Bispecific Single-chain
My diabody bispecific diabody
(BsDb) (=cBsDb)

piEE i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Erdekes alternativak: Nanobody

A Nanobaody kb. 110 aminosavbadl allé
polipeptid lanc egy nehézlancu variabilis
doménnel.

1989 Raymond Hamers fedezte fel teve
vérben.

A konnyi lanc hianyzik, de ugyanaz az >
antigen kotodeés, mint a normal Mabnal. 7/ ) Fourchain

camal g

(hgG.)

A szerkezet ellenalléva teszi hovel és
alacsony pH-val szemben. => Fejlesztések oL Fe
nanobody oralis készitmények iranyaba. cul o) Snortheoe L i

1ea.q.- chain PimavYy chigin
camsal -;f‘ camel lgG
G, gG,)

Bélbetegségek, pl. malacok E.coli okozta
hasmenése ellen mar van.
Egyéb fertozések, bélrak ellen fejlesztés.
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A Mab-okkal kapcsolatos mellékhatasok

* Allergeén reakciok, pl. viszketés

* Influenza szerl szimptomak: levertség, laz, izomfajdalom,
rossz kozerzet

 Hasmenés

 Hanyinger

+ Kiutesek

« Sulyos esetben anafilaxias sokk
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Tartalom folyt.

Monoklonalis antitestek

__ ~ . _—
Monoklonalis antitestek gyartasi technolégiaja

Biosimilaris gyogyszerek

A véralvadas diagnosztika rekombinans fehérjéi és mérési

modszerei

'E@ [RARERRARSRRn m - mms miesenennnnenyuy DIVIE Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek
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Aminosav szekvencia
(meghatarozva, vagy
irodalmi),
Analitikai arzenal
kialakitasa

A konnyt és nehéz lanc
optimalasa szamitasokkal
(Genart)

A konnyi és nehéz lanc
DNS-ének szintézise és
ideigl. plazmidba helyezése

A klénozé plazmid
konstrukcidja és
transzfekcioja CHO
sejtekbe elektroporacioval

A,

SRR B AR A AR o
F ARERPER 'I.I.]lll.l.
H"'lrFF;l | AT

el B PR 28 PE i
1 !I-'II IFM.!"HFF.F FURR WIHHH_’M 1-:
= :.-

_1| |r1| lmARERRAARERA] =] ﬁ_.

"l‘ﬂ
'“"‘i

A fejlesztési folyamat

Minipoolok és késobb
egyedi klénok kivalasztasa
a novekedési képesség, a

termelési képesség és a
molekula minéség alapjan
(HTS modszerek elényos
alkalmazasa)

A termelo kién és egy
koveto klén kivalasztasa)

RCB létrlehozasa

Upstream technolégia
fejlesztés és optimalizalas

Downstream fejlesztés és
optimalizalas

Analitikai médszerek
tovabbfejlesztése,

MCB, WCB létrehozasa

Léptéknovelés és
termelési probak,
dokumentaciok
elkészitése,
Preklinikai és F1 anyagok
elkészitése,
Technoldgiai transzfer a
termel6 helyre
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A Gle
@ Man

B GicAc
A Fuc

© NANA

© NGNA
O Gal

_W%

Dol

Oligosaccharyl
transferase

7

N

A Mab glikozilacidja

Endoplasmic
Reticulum

a-glucosidase |
— —_—

a-glucosidase IILER a-MAN

e—0—0
o

High-mannose type

Golgi
a-MAN | Gnt |
— > e
upP-E
N

N N \a-MAN I

==

Sialyl transferase

cMP—®

cMP=<
Galactosyl

GnTI

N
UDP-H
Fucosyl
transferase
-—
GDP-A
N

transferase
—
UDP—O

N N
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A Mab glikozilacioja

. :g)}nﬁ N-kapcsolt oligoszacharidok
osztalyozasa

A, B és C paneleken a ,,high-

:gpﬁ
:ﬁ;}.ﬁ

- :2;}.. o o4 mannose”, a hibrid és a
:zpn

i L komplex négyantennas
N some 4 oligoszacharid lathato. A
" - - szaggatott doboz
N -0 MO, o 4 Man3GIcNAc2 alap
0 C 0 struktura, amely minden
Y Il <etvigecosamine (A K e valtozatban megtalalhato.
Galactose <> sialic Acid

A D panel a Mab-ok Fc
régidjaban talalhaté
leggyakoribb glikanokat

e | .., ... mutatja. =




Glikozilacidés mintazat optimalasa a tapoldat osszetételével

NeializEd G0 Difference from
Media : Reference Product
Titer
()
Control 1.0 24.7
A 1.2 4.6
B 1.2 290
C 1.2 -4.2
D 1.1 -6.5

et.62
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Milyen hibas termékek keletkezhetnek?

0045 0045
0l — — 000
S
LIS — — 0035
0.030 — — 0030
0.025 - ‘ | ~ 0.025
2 ] Reduced IgG ‘ | \ | :
0.020 [ |\| | - 0.020
] S ) , L
NI A | -
_ Lf [
015 - " - 0015
tiario 4 Non-Reduced IgG | ~ \ e
| 1
] et -~ |'I”‘-—“ -—"rq“—"—'”J S vl 33 = |
0008 4 I L o005
] |
0.000 - 0.000
T T ] T T T T T I T T ] T T I
o 2 4 B B 10 iz 14 18 18 20 22 24 26 2 a0
Minuies

ProteomeLab™ SDS-Gel Resolving Power
IgG Purity and Heterogeneity Assay by CE
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Mab termelo eljaras emlos sejttel — tenyésztési sor

Vial Thaw /
Inoculum
Expansion .
50-Liter

500-Liter

Media
Pasteurizer

5000-Liter

20,000-Liter
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Mab termelo eljaras emlos sejttel —- Downstream 1.

From the culture

«ﬁ«-ﬁ«ﬁ«- - |

Virus Inactivation

A potencialisan

elofordulo
burkos virusok
eltavolitasa

Depth Filter Disc-Stack

rProtein A P52 Centrifuge

Dia: 1 meter
CV: 236 L
Bed: 30cm

A Mab molekulak Sejttormelék Sejtek
befogasa affinitas eltavolitasa eltavolitasa
elven, a HCP, a

HCDNA és

mas szennyezok

eltavolitasa,

és a Mab

bekoncentralasa

BME Alkalmarzatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Mab termelo eljaras emlos sejttel —- Downstream 2.

- ll»ﬁ»ll »ﬁ»@»

Cation Exchange Intermediate Anion Exchange Intermediate Viral
Dia: 1.6m Storage Dia: 1.6m Storage Al
CV: 600L CV: 600L 20m?2
Bed: 30cm Bed:30cm
Savas toltésii Aggregatumok, Tovabbi
variansok és virusok, HCP és (gyakorlatilag
HCP HCDNA az 0sszes)
eltavolitasa eltavolitasa potencialis
virusok
eltavolitasa

51

H i.I-'I FM!EI‘FF.F

il MR
[IiLs %EHIFF!IHF 5 :H'

ey BME Alkalmazott Biotechnolégia €s Elelmiszertudomany Tanszek



Mab termelo eljaras emlos sejttel - Downstream 3.

) 2

&

«-f « =5 -

i1

LB.I Bulk UF/DF Step Intermediate Hydrophobic
T : Filtration 80mz2 Storage Interaction
CryoPreservation Dia: 1.6
(BDS) 1a: 1.6m
SRR A2 CV: 600L
v ey e . Bed: 30cm
Hosszu ideju A potencialisan Puffercsere a o
tarolas elé6fordulé végleges tarolo Tovabbi
mikrobialis pufferre és a aggregatumok
szennyez6k Mab koncentracié és HCP
eltavolitasa, beallitasa eltavolitasa

0,2 um sziiro
(low bioburden)

B P P TP T = whidild
T R e Vo Tl '!bj!'r-f R kb
WLiL ARRR RAERAE RAR, 1, 2 L (I O T e T
[T lmARERRAARER .."'..-»_ i _;itr_g_uti.ﬂ.lﬂ!?:!m!_ oy
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Kromatografias oszlopok léptéknovelése




Gyanta
élettartam:

Elettartam: legalabb 250 ciklus

Protein A kromatografia

Table 4.12 Protein A Resin Lifetime Study

Re&n:;ggfle Y{i02|)d (n:fr: a) Acidic Variants Aggzzgate
6 97 8,100 9 2.2
20 97 7,900 10 24
70 97 6,500 11 20
130 94 9,500 11 19
170 94 8,800 8 25
204 91 8,300 9 2.1
250 90 7,900 9 2.2

Kismértéki kitermelés csokkenés, de a min6éségi paraméterek nem
valtoztak.

RWE e ¥
selpon BME Alkalmarzott Biotechnoléogia €s Elelmiszertudomany Tanszek
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Virus inaktivalas

pH beallitasa 3,5-re ecetsavval
30-50 perc allas szobahomeérsékleten
pH beallitasa 5,0-re
szlrés
Table 4.13 Low pH Viral Inactivation Step Linkages

put: Elugtheril;;:: :gl::;;a-\ . Output to Cation Exchange Chromatography
Protein concentration < 20 g/L Protemn concentration <20 g/L
pH=>40 pH=50=0.2
Aggregate < 3.1% Aggregate < 3.1%
Acdic vanants ~ 10% Acidic variants ~ 10%
HCP typically 7200 ng/mg Same as mput

Note: Precipitation of HCP often occurs during low pH mactivation and 1s removed during

subsequent depth filtration. However, the clearance 1s not predictable and for the purposes of this

case study HCP clearance will not be claimed 1n this step. Therefore. the HCP output level of the

Protemn A chromatography step will be assumed to carry through low pH mactivation to serve as the
W mput for cation exchange chromatography.

(RRR R RE AR S PR | DMVLE Alkalmarolt Biotechnologia €5 Blelmiszeriudomany lanszek



Virus inaktivalas

Table 4.16 Product quality results for worst-case scenario Studies

Process Hold Time Aggregate Acidic Species
(minutes) (%) (%)
0 18+02 10.7+08
30 18+03 10610
60 20+02 10909
90 21+02 109+12
120 2303 111+£13
150 22+03 110+11
180 25+02 11310
240 2705 120+09

A maximalis idot a kationcserés kromatografia aggregatum eltavolité
képessége hatarozza meg (180 perc, +30 felso hatar — 3,1%). Ezt a CEX
képes 1%-ra csokkenteni.
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Virus inaktivalas

o H
H H

—0—Z-MAD, pH 3.2, 15°C, 25 mg/imL
—f— Y-MADb, pH 3.8, 15°C, 25 mg/mL
—— Z-MAD, pH 4.0, 15°C, 25 mg/imL
—O— Y-Mab, pH 4.0, 20°C, 25 mg/mL

—0—Z-Mab, pH 4.0, 25°C, 25 mg/mL

—&— X-MAb, pH 4.0, 15°C, 35 mg/mL

1 I
80 120
Time (minutes)

150 180 210

Figure 4.3 Kinetics of XMuLV Inactivation for X-Mab, Y-Mab and Z-Mab.

Note: LRF values exceeding 6.5 in Figure 4.3 represent “greater than” values because residual virus levels for

those time points were below the limit of detection.

LRF: logaritmyic reducing factor

BME Alkalmarzatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Virus inaktivalas

Kovetkeztetés:

 pH 3,2 — 4,0 kozott, 60 perc alatt a logaritmikus redukcios faktor 6,6-
nél nagyobb.

 Alacsonyabb homérsékleten és magasabb pH-n az inaktivalodas
lassabban jatszdédott le.

- A fehérjekoncentracié alig befolyasolta az inaktivaléodas sebességet.

« A folyamatnak nem volt hatasa a termék minoségi jellemzoire.
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Kationcserés kromatografia

Cél: Mab megkotése, elvalasztasa a DNS-tol, HCP-ktol, a leszakadt
Protein A-t6l és az aggregatumoktél. A glikozilaciot és a deamidaloédast
nem befolyasolja. A viruseltavolitashoz viszont hozzajarul.

5,0 £ 0,2 pH-ju acetat pufferes oldat kerul a 20 + 3 cmm magassagu oszlopra
szobahomérsékleten. Az elucio fokozatosan novekvo koncentracioju és

pH-ju acetat pufferrel torténik.

Table 4.19 Cation Exchange Chromatography Step Linkages

Input from Protein A/Low pH Viral Inactivation

Output to Anion Exchange Chromatography

Protein concentration < 20 g/L

Protein concentration ~ 10 g/L

pH=50%02

pH=~6.0

Aggregate < 3.1%

Aggregate < 0.8%

Acidic vanants ~ 10%

Acidic vanants ~ 10%

HCP ~ 7,200 ppm but may range from 3.000 to 12,000 ppm

~ 100 ppm but may range up to 170 ppm
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Kationcserés kromatografia

Prediction Profiler
» G
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Protein 200 Stop 6 Load Wash 7500 Aggregate
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Figure 4.5 Process Characterization (DOE) Results for CEX Step: Prediction Profile based on
Statistical Models
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Anioncserés kromatografia

Table 4.24 Anion Exchange Chromatography Step Linkages

Input from Cation Exchange Chromatography Output to Small Virus Retentive Filtration
Proten concentration ~ 10 g/L Protemn concentration 7 - 8 g/L
pH~6.0 pH74-76
Aggregate < 0.8% Aggregate < 0.8%
Acidic vanants ~10% Acidic vanants ~ 10%
HCP ~ 100 ng/mg HCP <12 ng/mg

- Atfoly6 iizemmédban a szennyezések (HCP, DNA, endotoxins)
megkotése

- Hozzajarulhat a virusmentesitéshez

- Oszlopmagassag: 20 cm

- Kromatografalas elott pH és vezetoképesség beallitas

- Ekvilibralas, feltoltés, mosas az ekvilibralé pufferrel
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A Mab termeék jellemzése

electrophoresis
(non-reducing)

test solution are similar in position to the bands in the
electropherogram obtained with the reference solution

Tests Acceptance criteria Methods
Physical tests
Characters Clear or sllghtI)_/ opaque, colourless or Visual
yellowish solution.

pH 6.5+0.2 In-house
SRl el 360 + 30 mOsm/kg Ph. Eur.
Identifications
Chip The bands in the electropherogram obtained with the Chip

electrophoresis
(non-reducing)/

digested reference material.

(=10%). In-house
RP-HPLC Retention time of the main peak in the test solution RP-HPLC/

should correspond to that of the reference solution. In-house
Isoelectric Isoelectric point of the test solution is similar to that| Capillary IEF/
focusing of the reference solution (+ 0.1 pl). In-house
Peptide map Chromatogram of the test solution prepared from the

digested sample should correspond to that obtained RP-HPLC/

with the reference solution prepared from the In-house
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A Mab termék jellemzése

Tests Acceptance criteria Methods
Tests for purity
GO ....:37-52  correctedarea’s |
Glycan G1 .....30-38  correctedarea’ CE-LIF/
pattern Gl . ..9-12  corrected area’ | In-house
G2 . 5-12  corrected area%
Impurities |y, in peak: ‘at least 99% 213 1T
with : In-house
molecular ;
masses Chip
differing Heavy chain + light : electrophoresis
from that of |chain altogether ;at Rastids (reducing)/
the product : In-house
Mab 5
Mab Main peak: atleast45%
charge Sum of (acidic) :
variants and |impurities before the ‘n.m.t. 15%
impurities  |main peak: Ll Ul
Peak pertammgto the ..... ..................................... HPLC/
i i S .. :n.m.t. 40% In-house
first lysine variant: cosco0090509% 0000 0032005000025035501
§um o_f_other (basic) n.m.t. 8%
iImpurities: :
Bacterial Kinetic turbidimetry
4. endotoxins < 3.0 EU/ml (harmonized Ph.
ey Eur./USP)




A Mab termék jellemzese

Tests Acceptance criteria Methods
Tests for purity

CHO Host _ ELISA/
cell protein Not more than 4 ng/mg protein. In-house
CHO Host
cell DNA <1000 pg / 1000 mg protein AU
) i In-house
Impurity

Total aerobic microbial count (TAMC): :<10 CFU/mlI

Microbiolo- |(TYMC): .

) LT T Ly T TP PP PP TP PP PREE PRRPREPPRS [ERERTTIPrEy Harmonlzed
glca_ll Absence of bile-tolerant Gram-negative bacteria (1 Ph.Eur/USP
purity ml).

Absence of Pseudomonas aeruginosa (1 ml).

:i"fn.fug- BEREEREERE we | i CEEE 1 :
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A Mab termék jellemzése

Tests Acceptance criteria Methods
Contents
Active substance
Active RP-HPLC/
substance 10 mg/ml + 1 mg/ml In-house
Biological Between 80% and 125% of the reference materia | CDC assay/
activity In-house
Kp: 1.57-107 — 4.72:107 M CD|16a assay/
n-house
Sialic acid :n.m.t.
N-Acetylneuraminic acid (NANA): :0.4 ug/mg
protein RP-HPLC-FL/
‘n.m.t. In-house
N-Glycolylneuraminic acid (NGNA): :0.01 ug/mg
.protein

LHL-llc ,.Mir!,.ﬂ,,.;” wlﬁuﬂ_’m aﬁﬁ‘ﬁésff ﬂ‘ﬁ,ﬁ A 2 o s o § A e T : i . =
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Tartalom folyt.

Monoklonalis antitestek

Monoklonalis antitestek gyartasi technolégiaja

A —
l Biosimilaris gyiglsz\e@

A véralvadas diagnosztika rekombinans fehérjéi és mérési
modszerei
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Az egészsegugyi koltségek novekedése az USA-ban

Egészségugyi biztositok kifizetéseinek és a tagok befizetéseinek
novekedése az inflacié és az alkalmazottak fizetésének tukrében az USA-ban.

== (heral inflation == \Norkars' Earmmgs === Family Pramiums Wiorkar Cominbutions
SN e 4
LI
250
e
& IM%
2010% I
g 180% -
- -
A
= 1R0%
= A
= .
g 115 —
3 -
110% 4 i A0
A
HEY
= _—
- & "
40 ] . - & I
- Frs i e 4in
e R, H%
_— 11%
- A,
0% | e
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BOLURCE: KalsaHRET Survey of Employar-Sponsorad Haalih Banoedibs, 19002017 Bumau of Labor Slabsbon. Consumar Pros Index, L8 Ciy Average of
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@

Rl s mieesenesnerespnn DME Alkalmarzott Biotechnoldgia €s Elelmiszerfudomany Tanszek



Kismolekulas és biotechnologiai gyogyszeres kezelések
osszehasonlitasa koltségek szempontjabol

The costs of treating metastatic colon cancer compared by drug treatment era. Data

adapted from Schrag D. NEIM. 2004;351:317-319

Treatment era Drug regimens Range of cost for 8§ weeks treatment in US Dollars
1* generation  Mavo chinic regimen of 3-fharouracil and leucovorin $63
278 seneration  Regimens containing irinotecan or oxaliplatin $9.497 10 511,899

i generation  Regimens containing biologic drugs: bevacizumab or cefuimab  $21,339 to $30,790

Delta: > 20 000 USD
Due to the high cost of infliximab, the mean total drug cost was

higher in the infliximab €19 215

than the conventional treatment group €4710;
Ann Rheum Dis doi:10.1136/annrheumdis-2013-205060

Delta: > 14 000 EUR
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Originalis biotech blockbusterek

 Top 8 blockbuster biologicals 2013

Brand name Active Twvpe Class Treatment Company 2013 Patent
ingredient global expirv
sales EU/US [z
(US5
billion)
[ Humira adalimumab] Antibody  TNF Arthritis Abbott/Eizai 10.7 Apr2o0i8§,
inhibitor Dec 2016
Remicade infliximab Antibody  TNF Arthritis Merck/Mitsubishi 8.9 Aug 2014
inhibitor Sep 2018
[ Rituxan/MabThera rituximab ] Antibody Anti-CD20  Arthritis Roche/Biogen-Idec 8.6 Nov 2013
Dec 2018
[ Enbrel etanercept ] Antibody  TNF Arthritis Amgen/Pfizer/ Takeda 8.3 Feb 2015/
inhibitor Nov 2028
Lantus insulin Protein  Insulin Diabetes Sanofi 7.8 2014/ /201
glargine receptor
[ Avastin bevacizumab ]Amibudj-' Anti- Cancer Roche 7 Jan 2022
angiogenesis Jul 2019
Hercepiin trastuzumab Antibodvy Anti-HER2 [ Breast Roche 6.8 Jul 2014/
Cancer JUn 2019
[ Neulasta pegfilgrastim ] Protein  G-CSF Neutropenia | Amgen 4.4 Aug 2017
Oct20i5

NHL = Nen-Hodgkin’s lymphoma
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Bioszimilaris gyogyszerek — osszehasonlitas kis molekulas

termékekkel
Generikus Bioszimilaris
Termék jellemzoi I’(is molekula, Nagy osszetett molekula,
Altalaban stabil, Stabilitas csak specialis szabalyok
Egyszeri bevitel mellett,

Altalaban injekcios bevitel

Termelés Kémiai szintézis El6 organizmusokkal késziil,
Specialis termel6 Gizemben,
Erzékeny a techn. valtoztatasokra,

Magas COG
Fejlesztés Kevés klinikai vizsgalat, Jelentés K+F koltség,
(gyakran F1, PK/PD vizsgalat) Kiterjedt klin. vizsg., F1, F3
Szabalyozas Roviditett torzskonyvezés Eurépaban Torzskonyvezési eljaras Eurépaban
és USA-ban megvan,
Hianyzik az USA-ban
Marketing Korlatozott részletezés az orvosok A részletek megadasa fontos az orvosok
felé, felé,
Gyogyszerész altal eldonthetd §peciélis eloszto lanc kell,
helyettesithetoség, Altalaban klinikai alkalmazas,
Nagy arcsokkenés az originalishoz Az ar az originalis ar 50-70%-a

képest.

|l 3 BTN jum I i L 4 R 5 : & . 70
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A bioszimilarisok egy kulon szektort képeznek a
gyogyszeriparon belul

Biosimilars

Probability of

E it High {~90%) = LHJ * Low (~30%)
a
% Time Short (3-4 yrs) = D = Long (8-12 yrs)
>
a Cost Low [<55 M) () * High {>$800 M)
= Pricing Commodity = D * Premium
b=
g Investment Low = ] #  High
i
= Many, little
Competitors ¥ K B
pet differantiation ) » Few, well differentiated
ﬂ N Paint l:l-f_ Price, breadth N . Product profile,
E = bl of portfolio * LJ marketing
£ a
o 5 Barriers to
a Entry L % 0 « High /
S A
Product oporational profil s T A I Mbwd [25-30%) 2~ T

marging
L —i
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Bioszimilaris gyogyszerek — vita az elnevezeésrol

A fehérjemolekulak osszetettsége és valtozékonysaga miatt, nem
valoészinl, hogy a legtobb fehérje esetében a bioszimilaris gyartdja
bizonyitani tudja, hogy a terméke azonos (identical) egy mar
engedélyezett termékkel.

Janet Woodcock, FOPP, Congressional Testimony

V

Biological products that are similar to approved reference medicinal products but different
in raw materials or manufacturing process

¢Similar Biological Medicinal Products

¢Biosimilar Product

Protein and peptide products that are mtended to be sufficiently sumuilar to a product
already approved or licensed

*Follow-on Protein Products

+Follow-on Biologics

Essentially similar to an originator

¢Biogenerics

¢ Generic Biologics

¢Subsequent Biologics

-l
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Bioszimilaris gyogyszerek:

Piac-segqito
korulmények

Piacot befolyasolé korulmények

4 N

- Paciensek szamanak boviulése POZ.
- E.u. kiadasok csokkentésének kényszere
-Tovabbi molekulak szabadalmanak lejarata

Piac-fékezo
korulmények

j..:u ||.=EH'§E ﬂ}*‘g:} o |HH!!“" i :‘?’:au‘eﬁnﬁ u ".'l

i1 Mrn LT TTACT _F'"P"P (o [FRAENE AR AR

- Bovulo tudomanyos-technikai ismeretek
\_ y J

/ 7 m r L um r - LI 4 y

- ldoigényes torzskonyvezeési eljarasok NEG.
lassitjak a piacra kerulést

- Elegtelen tudas a termelo eljarasrol
befolyasolja a hosszu tavu termékminoséget

- Bizonytalan, vonakodo kezeloorvosi

\ hozzaallas a bioszimilarisokhoz
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Bioszimilaris gyégyszerek:

Termeloket befolyasolo korulmények

- A cégek hozzaférnek a modern termelo technolégiakhoz.
alacsonyabb COG
stabilabb technologia

alacsonyabb ingatlan beruhazasi koltségek

\-Az originatorok technologia-valtoztatasi lehetoségei korlatozottak

~

POZ.

/

/-Aj6v6beni versenykorulmények bizonytalanok,

- A vilag egészségugyi hatésagainak és klinikusainak korlatozott
tapasztalatai vannak a bioszimilaris termékekrol,

- A bioszimilarisok torzskonyvezésének szabalyozasa az USA-ban nem all

rendelkezésre,
- Nagyon komplikalt a gyogyszeripar szabadalmi helyzete,

- A cégeknek korlatozott tudasa és tapasztalata van a bioszimilarisok piaci

bevezetésérol,

e e e

NEG.\




Bioszimilaris gyogyszerek:

Mit jelentenek ezek egy gyéqgyszergyarnak?

ﬂ tudomanyos hattér kritikus a piacra kerulésben, \

- A fejlesztési és termelési stratégiaknak flexibiliseknek kell lenniuk:
- A termelo eljarast és az épuletet ugy kell megtervezni, hogy
konnyen lépték novelheto legyen mindkét iranyba
- Képesség a torzskonyvezés utani technikai valtoztatasokra
kompetitiv elonyt jelent.

(Ehhez QbD, PAT és megalapozott Design Space kell.)

- A bioszimilarisok fejlesztése 7- 8 évig is eltart és 60 - 200 M EUR
kerulhet, (szemben a generikusok 2 - 3 év hosszu és 1,6 - 2,4 M

\EUR koltségl fejlesztésével. /

i e
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A bioszimilarisok fejlesztésének lépései

Proving
biosimilarity with
comparability to
reference product o
at all stages Ry

P
$

A‘b

Preclinical o

Clinical
Trials

Reference product

<
©
é\\\ T “Quality can not be
Qe development tested lnt.o 2
;’ x product, it has to be
;}Q Physicochemical — - built in by deSign”;
& characterization Purification process International Guideline
development ICH Q8
L}
Bioprocess development
L}
@ Recombinant cell line development
- o
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A bioszimilarisok fejlesztésének lépései

Végso koncentracidk
(hatéanyag, adalékanyagok),

allasidok, stabilitasvizsgalatok,
SOP-k, GMP dok.

Kromatografias lépések, sebességek,
ciklusok szama, mosasok szama,
erossége, allasidok, stabilitasvizsgalatok

' Drug product

development — DoE. SOP-k, GMP dok.
L3
Purification process
"“‘j'."_f’"‘ i . Inokulum sor optimalas, fermentacio fejl.

(pH, ToC, idok, média komp., stb. - DoE),

Iéptéknovelés legalabb preklinikai anyag
L] gyartashoz. Sejtelvalasztas optimalas,

Recombinant cell line development centrifugalas, szirések. SOP-k, GMP dok.

Bioprocess development

Analitika, Gén kivalasztas, szekvencia megallapitas, génbevitel,
(fizikokémiai, elsodleges és masodlagos szelekcié, RCB, MCB, WCB

bioassay) készitése, Genetikai stabilitas tesztelése (80-100 gen.)
Biosafety tesztelése (virusmentes, prionmentes, stb.)

S 77
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A bioszimilaritas bizonyitasa

A hasonlésag bizonyitasa a technologiai fejlesztés soran
(CMC - chemical-manufactuing-contol)

- A termelés soran jelentkezo szennyezések és bomlastermékek
meghatarozasa (process related impurities & degradation products)

- A referencia termék sarzsonkénti valtozasainak ismerete (batch-to-
batch variability)

- A molekulaszerkezet és a mindséget befolyasolé tulajdonsagok
osszehasonlitasa (Critical Quality Attributes)

- Az esetleges kismértéki eltérések hatasanak ismerete a
hatasossagra és a biztonsagra (efficacy & safety)

- Annak bizonyitasa, hogy szisztematikus fejlesztés tortént a
hasonlésagi kovetelmények teljesitésére (pl. ferm. idok és
tépoldatkomponensek a megfeleléo cukormintazat érdekében.)
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Lehetséges variaciok egy molekulan belul

Microheterogeneity: the t-PA Example

Possible Sources of Heterogeneity
Variable N-linked

Oxidation of Cys or _ carbohydrate
Met residues 8 side chains

Deamidation of Asn

residues Single-chain

and two-chain

Additional O-glycosylation
glycosy forms

Proteolysis at Arg-X

N-terminal sequence ‘1-;'«'-5,':,'... 2y -
. . t
length variation ___,...-... %

L)
o
*'I
L
L)
L
#

OO0 HHE D00000CCo000COC0O0H

Tissue Plasminogen Activator (1-PA): A 527-amino acid protein
with 17 S-S hndges and 3 glycosylation sites
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Az originatorok tamadasa

Different process = different product
Exhibited differences when compared to branded product

« Same amino acid sequence | Reditux and Rituxan

* Host cell protein content much higher 360:
+ Content of aggregates not comparable

* Glycosylation not comparable :> 120

+ Effector function not comparable

b=l
T

» Charge distribution not comparable
* Clinical (PK/PD) published data - 17 patients

AUFS @ 280 nm

JL A LQ‘\J”WH |

5 " 40~
Different manufacturing means:

+ Different drug || Rituxan Ref Mat

. Different safety/efficacy profile? @~ | o
1] 10 20 30 40 50
Time (minutes)

E@ ; _ o _ Comparison by Cation Exchange Chromatography 80
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A bioszimilaris gyartok ellentamadasa, az originatorok

valtoztatasainak felhasznalasaval

Analytical Data on Rituxan® (Rituximab):

Quality Shift, selected parameters

Cation Exchange Chromatogram 60,0 1 Basic Variants
[% of total]
Acidic Basic 30,0 4
Variants Variants s |
e £ 7
Post-Shift Quality 30.0 -

20,0 -
-Shi i &
Pre-Shift Quality 10.0 - & 8
0,0 T T 1
14 18 22 26 30 08.2007 12.2008 05.2010 09.2011
Retention Time [min] Expiry Date
2,0 1 Unfucosylated GO 140 7 ADCC Potency
[% of glycans] & [% of reference] .
d fGN | &
1.6 me, o . 120 - * ®
1,2 - * 8. &
9 100
0.8
80 -
0.4
0,0 T T 1 BO T T 1
r 08.2007 12.2008 05.2010 09.2011 08.2007 12.2008 05.2010 09.2011
== 7 bt Expiry Date Expiry Date
guw:wlﬁ e B LR R [ A e & T TR R R E P IR & SR E VR B RIS R [ R Bt (O B B BR R G Pialel R E TS (WA N E o B B RS B N vt U8
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Osszefoglalé megallapitasok 1.

Szerkezeti bonyolultsag miatt nincs generikus lehetoség,

A fejlesztés nehéz és fejlett tudomanyos és technoloégiai
felkészultséget kivan

A fejlesztés ido és forrasigényesebb, mint a generikusoknal,

Mivel az azonossag nem megallapithato, hasonlésagot kell
definialni, a torzskonyvezo6 hatésag feleé,

Ennek szabalyozasaban az EU vezeto szereppel bir, de tovabbra is
elég bizonytalan a kés6bbi megitélése a jelolt molekulanak,

- Azok a cégek lesznek sikeresek, akik ezeket a bizonytalansagokat
jol tudjak kezelni tudomanyosan, technikailag, és kereskedelmileg,

Fiziko-kémiai hasonlésag, biztonsagossagi hasonlésag, és
terapias ekvivalencia kell a referencia termékhez viszonyitva,

Fazis I. és lll. vizsgalatok kellenek,

82

RRiEm s o= R BATE Alkalmazott Biotechniologia és Elelmiszerfudomany Tanszék



Osszefoglalé megallapitasok 2.

Idotav: NBE és bioszimilaris kozott (4-6 év),

Koltsége: NBE és bioszimilaris kozott (200M-800M EUR),
Arkiilonbség a piacon: NBE és generikus k6zétt (10%-50%),
Nem szabad hatékonyabbnak lennie => ha hatékonyabb akkor

,stand alone” fejlesztés szerint kell eljarni, és eltéro piaci
magatartas is szukséges

Mineél tobb, az originatortol szarmazo sarzs kimerito jellemzése
elengedhetetlen a ,,bioszimilaritas” bizonyitasahoz.

A piacra lépés utan is kell folytatni a technologia fejlesztést, a
minél jobb és olcsébb eloallitas érdekében, de figyelembe kell
venni a valtoztatasokkal jaré technikai és hatéosagi kockazatokat,

A klinikai vizsgalatok komplikaltak és valtozatos eredményt
szolgaltathatnak

A piacra lépés utan alapos piackovetésre van szukség
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Tartalom folyt.

Monoklonalis antitestek

Monoklonalis antitestek gyartasi technolégiaja

Biosimilaris gyogyszerek

A véralvadas diagnosztika rekombinans fehérjéi és mérési
modszerei
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A véralvadas (hemosztazis, mas néeven koagulacio)
definicidja

« A verzes megallitasa az érfal kijavitasaval.
+ Egyensuly fenntartasa a koagulacio és a
fibrinolizis kozott.

Az egyensuly hibaja:
+ Vérzékenyég (hypokoagulacio): folyamatos vérzés
(orokolt vagy szerzett)

« Tromboézis (hyperkoagulacid), a véralvadas
szukségszerutlen aktivaléodasa és fenntartasa.

imibaittetasraenvn BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A véralvadas fo folyamatai és elemei

sérulés

—— ‘%",--‘
Kollagén / {Széveti faktor

(Tissue factor)

Er 6sszehuizédas e
zehtiz Vérlemezkék <= Véralvadasi Antitrombotikus
J Aktivalédasa @~ kaszkad kontroll

vWEF, fibrinogen *
Thrombin

Fibrinogen === Fibrin

"y

Plasmin Fibrinolizis
=P és vérrog
feloldas

Vérlemezke
dugo

Y Y
Primer hemosztazis Szekunder hemosztazis
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Koagulaciés kaszkad Fibrinolizis kaszkad

Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Damaged surface Trauma
Xn Xlla
Vila Vil
I "
Xl Xla
Vlilla PAI-2 tPA
IX 4 IXa P
o PAI-1 uPA
Common pathway c12-ontipiasmin
Va a2-mocroglobulin
X Xa :
e TAFI i

Prothrombin : Thrombin H ) Plasmin e——— Plasminogen
Ca, PL Xa, Xita,
Il 'Hu:la
(]

\ Kallikrain
_______ -

L]

L

Fibrinogen |—m .| Fibrin }————s FDPs

l Xil
FIBRIN PRODUCTION FIBRINOLYSIS
TF — tissue factor tPA — tissue plasminogen activator
PL — phospholipid uPA - urokinase plasminogen activator

PAI — plasminogen activator inhibitors
TAFI — trombin activatable fibrinolisis inhibitor
FDP - fibrin degradation product oL




Koagulacidés kaszkad
f—— .

Intrinsic pathway

Damaged surface

Extrinsic pathway

Fibrinolizis kaszkad
Q—— - [

Rekombinans TF

X Xlla
X l Xia
Villa PAI-2 tPA
l l 4 Iua - = JI
Ca PAL-1 ulPA
Common pathway I Va ad-antiphesmin
3 12 - macroglobulin
X Xa ]
Cn % TAFI i
Prothrombin Thrombin ) Plasmin «—2—— Plasminogen
Ca, j ( Xa, Xila,
TAFIa Kallikrain
E’ o P
i

TF — tissue factor

PL — phospholipid

Fibrinogen |——

FIBRIN PRODUCTION

—

Anti Ddimer
antitest

FIBRINOLYSIS

tPA — tissue plasminogen activator

uPA - urokinase plasminogen activator

PAI — plasminogen activator inhibitors

TAFI — trombin activatable fibrinolisis inhibitor

FDP - fibrin degradation product 88



»Protrombin ido” teszt, az extrinsic ut tesztje

Cat* —
\ Tissue Factor
— Add
e citrated plasma
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xnes

/,-—LTh rﬂ*ml:-in
FibrinﬂgenﬁFihﬁn clot

FProthrombin
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A minta: vénabdl vett vér.
Alvadasat Ca?* kotovel (citrat
vagy oxalat kepzeés)
akadalyozzak meg.

Alakos elemeket
centrifugalassal eltavolitjak.
Meréskor Szoveti faktort
(Tissue Factor) adnak hozza,
amiket nyul agybol nyernek,
vagy rekombinansan allitanak
elo.

Az osszes tobbi faktor a plazma
mintabol jon és a teszt alanyai.
Végiil feleslegben Ca%*iont
adnak, ami az alvadasi ido
szamlalasat inditja.
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»Protrombin ido” teszt, az extrinsic ut tesztje

a -*- - -

Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Damaged surface Trouma « APT méri az
X - Xlla I, ", V, V", X
faktorokat.
Xi l Xia

 Varfarin dozisok
ellenorzésére,

2

Ca

Common pathway

 Maj karosodas
ellenorzésére,

« K vitamin statusz
ellenorzésére
hasznalhato

+| Fibrin

IBRIN PRODUCTION
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»Protrombin ido” teszt, az extrinsic ut tesztje

Mechanical Photo-optical

c

l ‘ c' :
< @® > S (. .- ut optical
magnet magnet sensor oe® ! sensor

. l

clotting clotting clotting
times times times
Viscoelastic
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A fibrin bontasi fo termeék, a D-dimer meghatarozasa

« Afibrin degradacios termékek kozvetlen mérése.

« Két D domeént tartalmaz egymas mellett.

A D-dimer jelenléte érrendszeren beluli koagulaciéra utal.
 Normal tartomany < 0,5 mg/dl.

A magas D-dimer koncentracio oka:
T@==—"@ 797" . Meélyvénas trombézis
*C MR _Sduna _ad '. ¢ « Artérias rog jelenléte
a ‘ oo PooPoe—oPo « Sulyos szepszis
Crosslinked fibrin mesh * Rak
i « Nem régi sebészeti beavatkozas

Other FDPs < A D-dimer \I\/nagy trauma
Plasmin o—0 B ajbeteg’seg
 Terhesség
* DIC (disszeminalt intravaszkularis

koagulacio)
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DD Latex bead with
anti-DD antibody
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Agglutination

Ha van D-dimer,
kialakul az
agglutinacids

3D halo, és
megvaltozik az oldat
optikai surulisege.

D-dimer meghatarozas
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Monoklonalis
—— 120% antitest

—— 120%

3 4q 5 &
D-Dimer koncentricié [pg/mL]
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Koszonom a figyelmet !
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