Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Rekombinans termékek és technoldgiak

Az orvosi célu rekombinans fehérjék funkcio szerint lehetnek:
— Hormonok (inzulin, eritropoietin)
— Hemosztazis fehérjék (VI faktor, tPA)
— ANTITESTEK (parenteralis - labor)

— Vakcinak (nem csak a rekombinans)
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Antitestek
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Antitestek
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

Az antitestek glikozilalasa

A nehéz lancokon egy-egy N-glikozilalasi hely van (Asn-297). A
galaktézok és a neuraminsavak szama szerint t6bb izoforma lé-
tezik.
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Antitestek

A szervezet ~107-10° féle kildén-
b6z6 antitest elballitdsara képes.
Ennek alapja, hogy antitest do-
ménjei sok valtozatban tarolod-
nak a génallomanyban, és a ki-
| iras soran ezek random modon
ol kombinal6dhatnak.
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Antitestek

A kdénnyl lanc kétféle izoformaban Iétezik, ezek mindkét do-
meénije is tébb valtozatban létezik, ami tovabbi kombinacidkat
tesz lehetévé:
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Antitestek

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

Antibodies 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
e bound to its own distinctive
< MHC molecules.

~

The combination of antigen fragment
and MHC molecule attracts the help

Lymphokines secreted by the T cell allow the B cell to %0
multiply and mature into antibody-producing plasma cells.

of a mature, matching T cell.

©

*4,\ 8

Released into the bloodstream, antibodies lock ento
matching antigens. These antigen-antibody complexes
are soon eliminated, either by the complement cascade
or by the liver and the spleen.
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Antibodies are triggered when a B cell
encounters its matching antigen.
~a %
The B cell takes in the antigen
and digests it,

. then it displays antigen fragments

oo |} bound toits own distinctive
il MHC molecules. The combination of antigen fragment
~ and MHC molecule attracts the help
of a mature, matching T cell.

Q )
Lymphokines secreted by the T cell allow the B cell to E;%D
multiply and mature into antibody-producing plasma cells. ~

Released into the bloodstream, antibodies lock anto
matching antigens. These antigen-antibody complexes
are soon eliminated, either by the complement cascade
or by the liver and the spleen.
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Poliklonalis és monoklonalis antitestek
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

Monoklonalis ellenanyagok

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

- elénye a poliklonalis ellenanyaggal szemben, hogy a
meghatarozott specificitasu és izotipusu ellenanyagok
haqy mennyiségben és azonos minéségben
(,pharmacology-grade”) allithatok el6

- jelentds a szerepUk a gydgyaszat, az immunanalitika, az
affinkromatogréfia teriletein

1
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Miért hibridbma?

Az antitesteket termel6 plazmasejtek nem képesek osztodni,
nem lehet sejttenyészetben szaporitani és termeltetni.

Csak a tumorsejtek képesek korlatlanul osztédni (immortality).

E két tulajdonsag egyesitésével kaphatunk olyan sejtvonalat,
amely:

- monoklonalis antitestet termel
- korlatlanul szaporithaté

[ o —
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonalis ellenanyag eléallitas menete

» egér/patkany beoltdsa antigénnel (t6bb Iépcsdben)
> |ép vagy nyirokcsomo eltavolitasa, homogenizaldsa

> lépbdl szarmazo plazmasejtek + egér tumorsejtek
(plazmacitoma/mieloma sejtek) fuzidja

> Az ellenanyag termel6 kldbnok azonositasa, izolalasa

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

i ,
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Hibridéma technoldgia

- - -

B-Cells Myeloma

© B-cells are fused with
O myeloma cells and the

@ The mouse is immunised A resulting hybridomas are
with the target antigen. N tested for antibody

== .
@ The spleen is removed oJL = . production.
and antibody-producing e

cells (B-cells) are isolated.

Cell Culture

. 14
© Producing clones are selected and

@ Screening for antibody production.
grown.
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Hibriddbma szelekcio, a “HAT Trick”

A fuzi6 utan tébbféle sejt van jelen:
fuzionalatlan plazmasejtek
fuzionalatlan tumorsejtek
hibriddmak

ezek kozul 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. —

ST 5
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Hibriddbma szelekcio, a “HAT Trick”
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Myeloma cells

Cell Fusion
{fusogen :: PEG)

@ b é B-cells die within few days

H thi
ypoxanthine ® Myeloma cells die as they can

Aminopterin @ : f
Thymidine @ .‘< not grown in HAT medium

@ @'l .L Only the hybrid cells
‘ (hybridomas) survive
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Hibriddbma szelekcid, a “HAT Trick”

aspartate + carbamoyl
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Hibriddma szelekcid, a “HAT Trick”

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

pusztulnak.
PRPP +gutamine P Hhodprate Y A hibridémakban ezek
—— : az enzimek megvannak
S| | o SME (a plazmasejtekbél) és
IMP hypoxanthine  UMP A -
< vpa : képesek szaporodni.
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dCTP—dGDF: HGPRT: Hypoxanthine-guanine
dGTP | dCMP phosphoribosyl-transferase,
! TK: timidine-kinase
/DNA N0 ¢
aminopterin !
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dTTP dToP és Blelmiszertudominy Tanszek

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 9



Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

A monoklonalis antitestek felhasznalasa

Az antitestek tObb célra is felhasznalhatok:

1. In vitro felhasznalas:
> Biokémiai kutatasok
» Immun-analitikai eljarasok

> Feldolgozasi miveletekben (pl. affin-
kromatografia)

2. Human (parenteralis) felhasznalasu antitestek:
» Diagnosztikdban (pl. Prostascint)
» Terapidban (elsésorban tumorok ellen)

e T s
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Mi a kilonbség?

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

nak

— allergia (HAMA: Human Anti-Mouse Antibodies)

Hogyan kerllheté meg a probléma?

— a terapias antitestek humanizalasa

[ o —
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

Murine tipusu antitestek

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

A kudarc okai: révid felezési idé (in vivo), limitalt bejutds a
tumorba, elégtelen funkcié = kicsi a citotoxikus stimulélé hatas

Anyaga az ismételt bedas utdn gyakran erds allergias rohamot,
rosszabb esetben anafilaxids sokkot okozott.

Ezért rekombinans DNS manipulaciés technikékkal fokozatosan
lecserélték az allati génszakaszokat emberire.

HIBRIDOMA — génmanipulacié6 — SEJTTENYESZET

21
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A monoklonalis antitestek fejlesztése

From Mouse to Men

chimeric

murine __humanized

Decreased immunogenicity

33% Murine 10% Murine

100% Murine 66% Human 90% Human

100% Human
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Torténeti attekintés
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Kiméra és humanizalt monoklonalis antitestek

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

- Humanizalt antitesthez akkor jutunk a murine antitestbél
"atvisszUK” a hipervariabilis domént a human antitestbe.
95%-a human eredetl, de valamiért a kétédés az antigennel
gyengébb, valamint az affinitasa is kisebb, mint a kiindulasi
murine antitestnek

24
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

2Antitest-mérnokseg”

Antibody Engineering
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chimeric
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Antibody libraries
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|
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Fag-display konyvtar human antitestekbdl

#1414
¢ isolate B-cells

-
¥ @&
-
T -
i Genes coding for V,; and V, amplified (PCR)
S
L=

V, and V| genes cloned in phages

UltiIMAD platform (transzgénikus eger)

Gene Transfer Immunization

Lye

Human Monoclonal
Mouse with Human Ig Genes Antibodies
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

In vitro antitest-kutatas

Szamitdgépes antitest-kdnyvtarak - fontos az antitest-molekulak
részletes szerkezeti és funkciondlis ismerete. Tipusaik:

> természetes: az ellenanyag-gének adat formajaba térténd kon-
vertalasaval alakitjak ki, s az igy kapott repertoart hasznaljak
fel az aktudlis vizsgéalatokhoz.

> szintetikus kdnyvtarak: precizen megtervezett, mesterségesen
megalkotott DNS-molekulakat (a mesterséges antitestek gén-
jei) épitenek fel. A természetes immunrepertoart meghaladé
diverzitas is létrehozhatd, illetve az ellenanyag-molekulak spe-
cifitasaban is hihetetlen pontossag érheté el.

» szemi-szintetikus kdnyvtarak: amelyekben egyes mestersége-

sen kialakitott antigénkétd oldalakat természetesekkel kombi-
nalnak.

29
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Toredék-antitestek

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

IgGACH2 scFv-Fc  Minibody Diabody | scFv V domain

YYFT

K

kDa 150 55 28 15
t.( 110 72 5 6 2 0.05
Renal cutoll
50 kDa

30
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

ReoPro
Zenapax
Simulect
Synagis
Remicade
Herceptin

MyoScint

MADb termelési technologiak

% Humaspect

Continuous/Perfusion (spin-
filter)

Fed-batch (stirred tank)

Continuous/Perfusion
(membrane)

Fed-batch (stirred tank)

Continuous/Perfusion (spin-
filter)

Fed-batch (stirred tank)

Continuous/Perfusion (spin-
filter)

Continuous/Perfusion (hollo
fibre)

-

e e =

10-500 L

Not disclosed

MNot disclosed

400 - 10000 L
10-500 L
80—12000 L
10-500 L

Not disclosed

Teljes technologia (upstream+downstream)

Sejtbank Oltoanyay Sejtszaporitds Sejtszaporitais MAB-termelés Sziires Tarolas
N
< o o] a ] 0
Sejttomeg eléallitasa Termékkepzés Sejtek elvalasztasa
| ,Upstream processing” | ‘ ,Downstream” ’
Affinkrom. lonesere 1 loncsere2  Vimussziies  Koncentralds Sziirés Fagyasztas

o I I

|

|0 (e

Koncentrélas, tisztitas

Formulazas

,Downstream processing”
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

Immunszupresszans, szerv-
atlltetéseknél 30-40 napra
kitti a limfocitakat.

Humanizalt, a génszerel-
vényt SP2/0 sejtvonalba

Fab

Esettanulmany: Simulect

Genes encoding the g Light- Chain
L Wl J Erancer cL

—(Hm.-
R
w L
et

O—L +—

Medium
Tank
4000 L

Cell

Fetention

250 L Production

Bioreactor

=
épitették be. :.Lm,
Szuszpenzids tenyészet, I QWP S \D
folytonos, sejtvisszatartas- T \;M
sal — nagy sejtsiiriség cH2 D:'::
Fc
] ] 4|_—Y|CH3
. CHI —
Novartis
basiliximab — T e
the Ig Heawy
'::: IgG Chain
33
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Esettanulmany: Simulect
* stirred tank, suspension,
continuous cell cultivation with cell retention:
Flowe: dilution rate 0.6 - 1.0 § day
—
Ty
Harvest

Tank

ane part harves
=ca. 10000

h —
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Esettanulmany: Simulect

A fermentacio lefutasa A forgé szita szlré

i 4 4 wiin

< 3uog
man 4 T 2000
qan 4 wahag _
gan 1 T waog %
l:'ruu- TEm =
! lan &
!HUI.I' ERUR ] ,;
a0 4 1 mm %
ELT] T8.m #
EITE. 1o
. — Tier 1®W
i — Coll Densiy 2w
o 4 wm

2 4 L] L] mom o tHE OMWoXM 23 M MW ¥ O3} 3 1/ o ®H o4
Day:
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Monoklonalis ellenanyagok a tumor-terapiaban

1 " Biatingated 3
Maked Mab . rsu:llc:ill.mi'.'allgand Multistep targeting

Bispecilic Ml _.e="

Tumaoar call
=

Cytokine

| iImmunocytokine |

Immunosoen |

BEFyYienzyme — I = .‘ﬁ—- scFy
a | ADEPT | ﬁ | Immuncliposcme
v Prodrug  Drug 7
Immunaconjugates

36
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Monoklonélis antitestek
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Pécs Mikl6s: Gydgyszer-€s orvosi biotechnologia Monoklonalis antitestek

Radio-immunterapia

A monoklonalis antitest terdpia hatasossaganak fokozas volt a
cel a monoklondris antitesthez konjugalt radioizép kezelés kifej-
lesztésének

Médszer alapja: a lymhoid daganatok sugarzasérzékenyek, igy a
monoklondlis antitesthez kétott radioizotép CELZOTT sugértera-
piat tesz lehetévé.

Emelett a MAB és az izotop B-sejt karosité hatdsa ésszeadodik
Ma 2 radioizotoppal konjugalt anti CD-20 készitmeény all rendel-
kezésre.

A tositumomab (Bexxar) monoklonalis anti-CD-20 antitest és 131J
konjugatum (75-80 % remisszid)

A masik készitmény az ibritumomab (Zevalin), ami monoklonalis
anti CD-20 antitest és 2°Y konjugatum (67% remisszi6)

37
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

Cancer cell with specific
membrang target protein

Antibody-directed
enzyme prodrug therapy J *
(ADEPT) .

Step 2 J Enzyme ‘

Az antitesthez enzimet kot-
nek, mely a késébb sziszté-
masan  bevitt, artalmatlan
prodrug vegytletet lokalisan o
alakitia a citotoxikus, haté- Stepgl Prodrug
kony metabolitta

.

- Enzyme conversion
e of prodrugigresn to blue)

i§i% BME Alkalmazott Biotechnolé

Immuno-liposzomak

Az immuno-liposzémak antitest és liposzéma ésszekapcsolasat
jelenti.

A liposzomak képesek gyogyszerek vagy terapias nukleotidszar-
mazékok szallitdsara —

igy ezek a szerek célzottan hatnak a tumorsejtekre.

Ez a technolbégia még gyerekcipdben jar, de mar sikeresen
alkalmaztak in vivo koérilmények kdzo6tt tumorsejt ndvekedés
gatlasra.

Agytumor és a mellrak kezelésére mar hasznaljak.

40
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Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Monoklonélis antitestek

Herceptin
Az antitest hail brhecetn )  Sppvoued HERS ety
designed 1o bind to HERZ+
o asatuction by 90
PWING System
> egyrészt ak a v
morsejt 0sz
> MASIéeszt N/ pmenaree IR
sejtet az im_ s protterse | . —
., Herceptin blocks down- |
szamara. et e
o cells
ALLVQICES
41
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Monoklonalis antitestek nevezéktana
Prefix Target Source Suffix
-0(s)- bone -u- human
-vi(r)- viral -0- mouse
-ba(c)- bacterial -a- rat
-litm)- immune -e- hamster
-le(s)- infectious lesions -i- primate
-ci(r)- cardiovascular -xi- chimeric
-mu(l)- 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
-neu(r)- nervous system
-tox(a)- toxin as target

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

Monoklonalis antitestek nevezéktana

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

A masodik tag utalas a gyogyszer célpontjara (pl -ci(r)- keringési
rendszerre hatd)

A kovetkezd tag a forrasrdl, illetve az antitest tipusarol nyuijt in-
formaciot

Veégul pedig a -mab utétag kdvetkezik = monoclonal anti-body)
Ellenérzé kérdés:

Melyik gyégyszerrél lehet sz6, és mit lehet tudni réla?

tras- + -tu(m)- + -zu- + -mab.???
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A top 20” gyogyszerbdl 10 biotech termék

USD billion [ siologic 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 57

jologic 53

Seretide/Advair Conventional 52

[Prolia Biologic 5.2 |
Revlimid Conventional 4.8
Spiriva Conventional 4.6
10 [ Prevnar Biologic Vaccine 4.4 |

6 Lyrica Conventional 4.1

2 VX-950 Conventional 37
2000 2012 2016 Xarelt_o Convent@onal 3.6
Januvia Conventional 36

Atripla Conventional 3.5

[Lucentis Biologic 3.4

Source: EvaluatePharma, McKinsey Truvada Conventional 34

44

R = = : s P . .
Lk AR RARAR SRR 5 ' .Ei BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 22



Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia Monoklondlis antitestek

A piacvezet6 biotechnologiai gyégyszerek (2017)

Top 15 pharmaceutical products by sales worldwide

Humira 18 427

Rituxan
Rewvlimid
Enbrel
Herceptin
Eliquis
Remicade
Avastin
Xarelto

Evlea

Lantus

Expand statistic
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