Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Rekombinans termékek és technoldgiak

Az orvosi célt rekombinans fehérjék funkcié szerint lehetnek:

— Hormonok (inzulin, eritropoietin)

— Hemosztazis fehérjék (VIII faktor, IX faktor, tPA)

— ANTITESTEK (terapia - analitika; Herceptin - ProstaScint)

— Vakcinak (alegység vakcinak)
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Monoklondlis ellenanyagok

any Tanszék

Antitestek

Az ellenanyag molekuldk nagy
része az ugynevezett immun- &
globulin (lg) fehérjecsalad tagja.
Feladatuk, hogy specifikusan az 2"
adott antigénhez kapcsolédva =
olyan folyamatokat inditsanak el
ami az antigén hatastalanitasa-
hoz vezet:

» virusinaktivalas

» baktériumok agglutinalasa

» megijeldlés fagocitozisra

—variable portion. .
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Az antigén fellletén a kapcsolo-
dasi rész: epitdp

e
SRR constant
heavy chain Brortran

BME Alkalmazott Bi ogia és Elelmi dny Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 1



Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Az antitestek fehérjeszerkezete

Két-két egyforma konnyl és nehéz lancbdl allnak, ezen
belll allandé és variabilis régiébdl.
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Az antitestek glikozilalasa

A nehéz lancokon egy-egy N-glikozilalasi hely van (Asn-297). A
galakt6zok és a neuraminsavak szama szerint tébb izoforma |é-
tezik.
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Antitestek

A szervezet ~107-109 féle kulon-
b6z6 antitest eléallitasara képes.
Ennek alapja, hogy antitest do-
ménjei sok valtozatban tarolod-
nak a géndllomanyban, és a ki-
iras soran ezek random modon
‘earranged kombinalédhatnak.

ene
components
encoding a
heavy chain

Gene components
scattered through
one chromesome
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Antitestek

A konnyl lanc kétféle izoformaban létezik, ezek mindkét do-
ménje is tobb valtozatban Iétezik, ami tovabbi kombinacidkat
tesz lehet6vé:

. . Lehetséges | Lehetséges | Lehetséges
Domének | Génvaltozatok | yinacick | kombinaciok | kombinaciok
Vk 40 . .
Konnyd [k 5 200féleklanc) g5, fgje
lanc kénny lanc
\JI))\‘ 341 124 féle A lanc Y 2.5 x 10%féle
] VH 51 ] antitest
Nehéz 7650 féle
i Dy 25 A
lanc nehéz lanc
JH 6
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Antitestek

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

Antbodies are triggered when a B cell
encounters its matching antigen.
~ ©
The B cell takes in the antigen
and digests it,

then it displays antigen fragments
bound o its own distictive

MHC molecules. The combination of antigen fragment
and MHC molecule atirets the help
of a mature, matching T cell,

Lymphokines secreted by the T cell allow the Bcel to
iy into cells, N

Released into the blaodstream, antibodies lock onto
matehing antigens. These antigen-antibody complexes ™~

ate soencliminated. ckher by ihe canplement cascade o ¥ g » 8
or by the liver and the spleen.

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

. .
The B cell takes in the antigen
and digestsit,

~ = then it displays antigen fragments
oo )} bound to its own distinctive
® MHC molecules. The combination of anfigen fragment
and MHC molecule attracts the help
of a mature, matching T cell.

Lymphokines secreted by the T cell allow the B cell to
multiply and mature into antibody-producing plasma cells.

Released into the bloodstream. antibodies lock onte o

matching antigens. These antigen-antibody complexes *.
are soon elimi either by the cascade A 4 b
or by the liver and the spleen,
9
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Poliklonalis és monoklonalis antitestek

Ay

:

& \ Hybridoma technology
= ;_/

Isolate serum
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Monoklonélis antitestek

Monoklonalis ellenanyagok

egyetlen B-limfocita kl6n termékei
homogének (antigénspecifitas, affinitas, izotipus)
kiszamithaté hatas, kevés mellékhatas

elénye a poliklonalis ellenanyaggal szemben, hogy a
meghatarozott specificitasu és izotipusu ellenanyagok
nagy mennyiségben és azonos minéségben
(.,pharmacology-grade”) allithatok el

jelentds a szerepUk biokémia, a molekularis genetika, és
a gyogyaszat terlletein

ia és Elelmi iny Tanszék

Miért hibriddbma”?

Az antitesteket termelé plazmasejtek nem képesek osztédni,
nem lehet sejttenyészetben szaporitani és termeltetni.

Csak a tumorsejtek képesek korlatlanul osztdédni (immortality).

E két tulajdonsag egyesitésével kaphatunk olyan sejtvonalat,
amely:

- monoklonalis antitestet termel
- korlatlanul szaporithat6é

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Monoklondlis ellenanyag eléallitds menete

» egér/patkany beoltasa antigénnel (tdbb Iépcsében)

» |ép vagy nyirokcsomé eltavolitasa, homogenizalasa

» 1épbdl szarmazo plazmasejtek + egér tumorsejtek
(plazmacitdma/mieldéma sejtek) flzidja

» Az ellenanyag termel6 klonok azonositasa, izolalasa

» Atermel6 hibridomak folyamatosan szaporodnak és
ellenanyagot termelnek, ami a tapoldatban feldusul

Biotechnologia és Elelmi domany Tanszék

Hibriddma technolégia

& S

—_ ©®>
/ P [

;% Y Myeloma
éﬁri‘ © B-cells are fused with

myeloma cells and the

© The mouse is immunised resulting hybridomas are

5
with the target antigen. o ‘:(*\ tested for antibody
ere Yy -

@ The spleen is removed production.
and antibody-producing
cells (B-cells) are isolated. Hybridoma

666606 __
@@@@%

[ T 2 Cell Culture

© Producing clones are selected and 1

grown.

@ Screening for antibody production.

Hibriddma szelekcid, a “HAT Trick”

A fuzi6 utan tébbféle sejt van jelen:

fuzionalatlan plazmasejtek

fuzionalatlan tumorsejtek

hibridémak
ezek kozll kell izolalni a hibridomakat.
A szelekcié azon alapul, hogy a tumorsejtekbe még a fu-
zi6 el6tt két anyagcsere markert épitenek be (két enzim
hianya) —
HAT médiumon (hipoxantin, aminopterin, timidin) csak a
fuzionalt sejtek képesek szaporodni. —

it BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék
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Hibriddma szelekcio, a “HAT Trick”
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Hibridéma szelekcié, a “HAT Trick”
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dTTP—dTDP

Hibridéma szelekcié, a “HAT Trick”

HGPRT és TK hidnyos mutansok hidba kapnak segitséget (hipo-
xantin, timidin), nincs nukleotid szintézis — a mieléma sejtek el-

pusztulnak.
PRPP+gutamine P odprae A hibridémakban ezek
— al,w az enzimek megvannak
aminoj n . P -
- 98 e (a plazmaseijtekbdl) és
PR  UNP képesek szaporodni.
AP G i
ADP GDP U PR
crP :
dADP dGDP phosphoribosyl-pyrophosphate,

dATP/ ] ammaplenn-{ ‘

CﬂTP—dTDP

N dCTP—qcop
Ay
\ﬁTP\ 1 dowp
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R,

HGPRT: Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl-transferase,
TK: timidine-kinase

—thymidine 18
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A monoklondlis antitestek felhasznalasa

Az antitestek tobb célra is felhasznalhatok:

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

2. Human (in vivo) felhasznalasu antitestek:
» Diagnosztikaban (pl. Prostascint)
» Terapidban (elsésorban tumorok ellen)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék

Mi a kilénbség?

Az egérben termelt antitestek az egérre jellemzé amino-
sav-szekvenciakat és glikozildlast tartalmaznak, tehat em-
berbe adva fajidegen fehérjeként immunvalaszt indukal-
nak

— allergia (HAMA: Human Anti-Mouse Antibodies)

Hogyan kerllhet6 meg a probléma?

— a terapias antitestek humanizalasa

20
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Murine tipusu antitestek

A kezdeti antitestek murine (= rdgcsalo) fehérjék voltak - in vitro
mikodott, a terapidban nem.

A kudarc okai: rovid felezési id6 (in vivo), limitalt bejutas a
tumorba, elégtelen funkcié = kicsi a citotoxikus stimulalé hatas
Anyaga az ismételt bedas utan gyakran erés allergias rohamot,
rosszabb esetben anafilaxias sokkot okozott.

Ezért rekombinans DNS manipuléciés technikakkal fokozatosan
lecserélték az allati génszakaszokat emberire.

HIBRIDOMA — génmanipulacié — SEJTTENYESZET

21
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

A monoklonalis antitestek fejlesztése

From Mouse to Men

humanized

Decreased immunogenicity

10% Murine

66% Human | 90% Human

,, z
| 33% Murine | 100% Human

| 100% Murine

Monoklonélis antitestek

Torténeti attekintés
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Kiméra és humanizalt monoklondlis antitestek

- A kiméra antitestek: murine antitest variabilis régiojat
egyesitették a human konstans régiéval. Az eredmény 65%
human antitest (k kdnnydlanc + nehézlanc)

- Humanizalt antitesthez akkor jutunk a murine antitestbdl
"atvisszUk” a hipervaridbilis domént a human antitestbe.
95%-a human eredetll, de valamiért a kétédés az antigénnel
gyengébb, valamint az affinitasa is kisebb, mint a kiindulasi
murine antitestnek

24
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LAntitest-mérndkség”

Antibody Engineering
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- -
LA
&
p -]
o]
Omab J Ximab Zumab
T
Mouse hybridoma technology Antibody libraries
Transgenic mouse
Human hybridomas
. |
Genetic Engineering
ﬁ: V gene cloning / CDR grafting 5
ald Mammalian Expression
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UltiIMADb platform (transzgénikus egér)

('\-, Gene Transfer Immunization

Ly

Human Monoclonal
Mouse with Human Ig Genes Antibodies

A
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In vitro antitest-kutatas

Szamitégépes antitest-kdnyvtarak - fontos az antitest-molekulak

részletes szerkezeti és funkcionalis ismerete. Tipusaik:

» természetes: az ellenanyag-gének adat forméjaba torténé kon-
vertalasaval alakitjak ki, s az igy kapott repertoart hasznaljak
fel az aktudlis vizsgalatokhoz.

» szintetikus kdnyvtarak: precizen megtervezett, mesterségesen
megalkotott DNS-molekulékat (a mesterséges antitestek gén-
jei) épitenek fel. A természetes immunrepertoart meghaladé
diverzitas is Iétrehozhat6, illetve az ellenanyag-molekulék spe-
cifitasaban is hihetetlen pontossag érhetd el.

» szemi-szintetikus kdnyvtarak: amelyekben egyes mestersége-
sen kialakitott antigénkété oldalakat természetesekkel kombi-
nalnak.

29
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Toredék-antitestek

Az epitopok felismerésére elegendd a variabilis régio, nem
kell az egész antitest. A kis fragmentumok (Minibody, Dia-
body) sokkal jobban behatolnak a tumorokba.

lgGaCH2 scFv-F¢  Minibody Diabody | scFv V domain

2 I9G

V‘
kDa 150 130 100 80 55 28 15
. 110 8 i2 5 8 2 Q.05
Renal cutof
50 kDa

30
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MADb termelési technologiak
[produce | ulurssyem | ioreaior T
ReoPro C.ontlnuous/Per‘fuswon (spin- 10—500 L
filter)
Zenapax Fed-hatch (stirred tank) Not disclosed
. Continuous/Perfusion Not disclosed
Simulect
(membrane)
Synagis Fed-batch (stirred tank) 400 — 10000 L
Remicade C.Dntlnuous,’Perfuswon (spin- 10—-500L
filter)
Herceptin Fed-batch (stirred tank) 80—12000 L
Myoscint (.Dntlnuous/Perfuswon (spin- 10—-500 L
filter)
ﬂ SRR ;E:;nuous/Pemmon (hollow-  Not disclosed [

Teljes technoldgia (upstream-+downstream)

Sejtbank Oltbanyayg Sejtszaporitas Sejtszaporitdis MAB-termelés  Sziirés Tarokis
=l 0 )
AAAAA o | |0 Bom) U]
Sejttomeg eldallitasa Termékképzés Sejtek elvalasztasa
‘ ,Upstream processing" ‘ | ,Downstream” ‘
Affinkrom. lonesere 1 loncsere2  Virussziies  Koncentrdlas Sziirés Fagyasztas
Rl O A 3 T
Koncentralas, tisztitas Formulazas

[ ,Downstream processing”

Esettanulmany: Simulect

IMMmuNsZupresszans, szerv- B R
atlltetéseknél 30-40 napra —Ormm- L
kiiti a limfocitakat. —
Humanizalt, a génszerel-

vényt SP2/0 sejtvonalba -
épitették be.
Szuszpenzids tenyészet,
folytonos, sejtvisszatartas-
sal — nagy sejtsriiség

ﬂc“]
Novartis

Genes encoding

basiliximab o the Ig Heavy
s [=Ic Chain
[ Human
33
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Esettanulmany: Simulect

s stirred tank, suspension,
continuous cell cultivation with cell retention:

Flows: dilution rate 0.6 - 1.0 7 day

Harvest

Cell Tank
Retertion
one part harves
280 L Production =ca 1000L
Bioreactor
34
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Esettanulmany: Simulect

A fermentécio lefutasa A forg6 szita sz(iré
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ott Bi ogia és El

Monoklondlis ellenanyagok a tumor-terapiaban

i 1 " Biatinylated 3
+.  Naked MAb . radlctlu:ﬁ\'ellgan: Multistep targeting
[apES
s | CBG

Ragicnyclida .

Radicimmunoconjugate |

Tumor cell
st
{;‘\

Cytoking

Immunocyloiine | esses

{Ceilular imrunoconjugates

Immunotoxin | £
. o Liposome #*
scFy-snzyme —| | *-—- acFw

| ADERT] — —
| immunoliposome

>

Prod O
Immunaconjugates Ly
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Radio-immunterapia

A monoklondlis antitest terdpia hatasossaganak fokozas volt a
cél a monoklonaris antitesthez konjugalt radioizép kezelés kifej-
lesztésének

Médszer alapja: a lymhoid daganatok sugarzasérzékenyek, igy a
monoklonalis antitesthez kotétt radioizotop CELZOTT sugartera-
piat tesz lehetévé.

Emelett a MAB és az izotop B-sejt karosité hatasa 6sszeadodik
Ma 2 radioizotéppal konjugalt anti CD-20 készitmény all rendel-
kezésre.

A tositumomab (Bexxar) monoklonalis anti-CD-20 antitest és '3'J
konjugatum (75-80 % remisszid)

A masik készitmény az ibritumomab (Zevalin), ami monoklonalis
anti CD-20 antitest és %0Y konjugatum (67% remisszio)

37
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Monoklonélis antitestek

B-cell

Anti-CD20 Bexxar™

Monoclonal
Antibody |31|

Radioisolope

Antibody-directed ﬁ:x:;zmzs;;zz;
enzyme prodrug therapy - L

(ADEPT)
o

Step 2 JEnzyme [

Az antitesthez enzimet Kkot-

nek, mely a késébb sziszté- (
masan  bevitt, artalmatlan 4

prodrug vegylletet lokélisan
alakitia a citotoxikus, haté- SMJ Prodrug
kony metabolitta

&

.
© - Enzyme conversion
4 ofprodruglgreen o blue)
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Immuno-liposz6mak

Az immuno-liposzémak antitest és liposzéma 6sszekapcso-lasat
jelenti.

A liposzémak képesek gyodgyszerek vagy terdpids nukleo-tid-
szarmazékok szallitasara.

igy a szerek célzottan hatnak a tumorsejtekre.

Ez a technolégia még gyerekcipében jar, de mar sikeresen
alkalmaztak in vivo kérllmenyek kdzétt tumorsejt néveke-dés
gétlasra.

Agytumor és a mellrak kezelésére mar hasznaljak.

40
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Monoklonélis antitestek

Herceptin

imeane cells targeting |
. | cancerous cells bound -

Az antitest hafl ™" Sepreved RS aapy
designed to bind to HER2+
tumor calls and flag them
for destruction by the

, immune system

» egyrészt ak

morsejt 0sz
» MASIESZt M/ pierirea bews

sejtet az im &t pottersie

", L, Herceptin blocks de
szamara. e Tabibi promeration
s

ALLVGICES
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Monoklondlis antitestek nevezéktana

Prefix Target Source Suffix
-o(s)- bone -u- human
-vi(r)- viral -0- mouse
-ba(c)- bacterial -a- rat
-li(m)- immune -e- hamster
-le(s)- infectious lesions -i- primate
-ci(r)- cardiovascular -xi- chimeric
-mu(D)- musculoskeletal -zu- humanized
-ki(n)- interleukin -axo- | rat/murine hybrid
variable -co(D- colonic tumor -mab

-me(D)- melanoma
-ma(r)- mammary tumor
-go(t)- testicular tumor
-go(v)- ovarian tumor
-pr(o)- prostate tumor
-tu(m)- miscellaneous tumor

4 -neu(r)- nervous system

L -tox(a)- toxin as target

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonalis antitestek nevezéktana

Az el6tag nem hordoz semmiféle imformaciét, csak egyedinek
kell lennie, altalaban utalas a gyégyszer nevére.

A masodik tag utalas a gyoégyszer célpontjara (pl -ci(r)- keringési
rendszerre hato)

A kovetkez6 tag a forrasrol, illetve az antitest tipusarol nyujt in-
forméaciot

Végll pedig a -mab utétag kdvetkezik = monoclonal anti-body)
Ellen6rzé kérdés:

Melyik gydgyszerrél lehet sz6, és mit lehet tudni réla?

tras- + -tu(m)- + -zu- + -mab.???
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Monoklonélis antitestek

A 20" gyé 6l 10 bi h termék
~top 20” gydgyszerbdl 10 biotech termé
USD billion (=L Top 20 drugs in 2016
Drug Type Revenue
Humira Biologic 10.1
Top 20 drugs Avastin Biologic 8.9
Enbrel Biologic 7.3
20 20 20 Rituxan Biologic 6.8
Crestor Conventional 6.3
Herceptin Biologic 6.2 |
Remicade Biologic 5.7 |
Lantu Biologic 513 ]
Seretide/Advair _Conventional 52
Prolia Biologic 52 ]
Reviimid Conventional 438
Spiriva Conventional 46
6 10 Prevnar Biologic Vaccine 4.4 |
Lyrica Conventional 4.1
2 VX-950 Conventional 3.7
2000 2012 2016 Xarelto Conventional 3.6
Januvia Conventional 3.6
Atripla Conventional 3.5
Lucentis Biologic 3.4 |
Source: EvaluatePharma, McKinsey Truvada Conventional 3.4
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A piacvezetd biotechnolégiai gyégyszerek (2017)

Top 15 pharmaceutical products by sales worldwide

Humira

Rituxan

Raviimid

Enbrel

Herceptin

Eliquis

Remicade

Avastin

Xarelta

Eylea

Lantus

Expand statistic
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