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Kivonat

A biotechnologia gyors fejlddésével szdmos 1) lehetdség tarult fel mind a tudomanyban,
mind az iparban. Az elmult harminc évben a monoklonalis antitestek (mAb) egyre inkdbb
kiemelkedd szerepet tOltenek be a daganatellenes terapidkban, mivel azok célzottan
iranyithatdak és kevésbé toxikus kezelések a daganatban szenveddknek, mint a hagyoményos
terapiak.

A Nivolumabot, amely egy programozott sejthalal fehérje-1 (PD-1) utvonal blokkolé mAb
az FDA 2014. decemberében, a Bristol-Myers Squibb Pharma EEIG 2015. -ben engedélyezte,
az Eurdpai Unid egész teriiletén szolid tumoros indikécioban (adjuvans és metasztatikus
melanoma, fej-nyak laphdmsejtes karcindma, nem kissejtes tiidérak, vesesejtes karcinoma,
urotelialis karcindma).

Az antitestek tomeges eloallitasandl hibridoma technologidt, bakteridlis sejtkulturat,
esetleg fag display-t haszndlnak. Azonban az antitestek fajtai, valamint azok forrasai
problémakat okozhatnak egyes tisztitasi eljarasok kivalasztasanal, ennél az oknal fogva pedig
a tisztitas nehézségei gatoljak azok alkalmazésait. Az antitestek tisztitasanak egyik elterjedt
modszere a Protein A affinitas kromatografia képezi.

Kutatasunk célja CHO expresszids rendszerben termeltetett bioszimilaris Nivolumab
monoklondlis antitestek tisztitdsa Protein A affinitds kromatografia modszerrel, meghatarozva
kiilonbozé passzazsszamok kozotti Osszefiiggéseket, valamint a tisztitott fehérje méret
validalasa MALDI-TOF-MS és SDS-PAGE elvalasztassal. A négy kiilonb6z6 passzadzsszami
minta vizsgalata soran, eredményeink azt igazoltdk, hogy a novekvd passzazsszammal

aranyosan a termeltetett antitest koncentracio is novekedett.



1 Irodalmi attekintés

1.1 Bevezetés

Napjainkban a rohamosan fejlodé biotechnoldgia 1) utakat nyitott meg mind a
tudomanyban, mint pedig az iparban. A modern géntechnologia altal képesek vagyunk a
ipari, mezOgazdasdgi ¢és kornyezetvédelemi problémak megoldasara, illetve azok
elérelenditésére.

A modern orvostudomanyban kiemelkedd szerepet kapott a gydgyszer -biotechnoldgia,
rekombinans fehérjék létrehozasa, dssejt -terapia, valamint a tumorterapia (Bhatia, 2018).

Az elmult évtizedben az antitestek a leggyorsabban novekvd bioldgiai gyogyszer -piaci
szegmenst képviselik, ami altal egyre szélesebb korti elfogadasra tettek szert vilagszerte az
egeészseégligyben.

Jelen klinikai vizsgalatokban, valamint terapidkban hasznalt bioterapids szerek tobb mint
30%- &t antitestek és FC- fuzidés fehérjék alkotjdk. A human szérumbdl tisztitott
immunoglobulin G egyre gyakrabban hasznalatos kiilonbdz6 rendellenességek kezelésére, mint
példaul elsédleges és masodlagos immundeficiencidk, fert6zések, autoimmun betegségek és
daganatos megbetegedések.

Mig a nukleinsavak tisztitdsara mar tobb éve léteznek szabvanyositott eljarasok, addig a
fehérjék tisztitasara nem feltétleniil vannak stabil ldbakon allo szigor szabalyok lefektetve. Ez
a szabalytalansag a fehérjék sokszinliségének ¢és kolcsonhatasaiknak koszonhetd. Annak
érdekében, hogy a célfehérje elérje a kivant tisztasdgot optimalizacidkra lehet sziikség a fehérje
sajatos jellemzdi, valamint biologiai rendszerébdl szarmazo koriilményei alapjan (Denizli,
2011).

Az antitestek tisztitdsara kromatografids technikakat alkalmaznak, melyek kozé sorolhato
példaul a protein A affinitds kromatografia, a magas teljesitményii folyadékkromatografia
(HPLC), az ioncseré¢ld kromatografia, valamint a méretkizardsos kromatografia. Az imént
emlitett eljarasok koziil a Staphylococcusbol szarmazo protein A volt az elséként felfedezett
IgG- kotd molekula, amelyet széles korben alkalmaznak ma is ezen antitestek tisztitasara

biospecifikus ligandként (Denizli, 2011).
1.2 Az antitestek és hatasmechanizmusai

Az antitesteket ugy is meghataroztak, mint olyan laboratoriumban eldallitott molekulakat,

amelyeket Ugy terveztek, hogy helyettesitd antitestként szolgaljanak és helyreallitsak, vagy
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fokozzak az immunrendszer rakos sejtek elleni tdimadasat (Bayer, 2019). Az antitesteket el0szor
1890 -ben irta le Behring és Shibasaburo, mint neutralizal6 anyag a vérben. A kdvetkezd
évszdzadban pedig kutatdsok indultak annak folyaman, hogy hogyan is lehet az ellentesteket
felhasznalni a daganatos betegségek terapidjaként. Heidelberger és Avery az antitesteket olyan
fehérjeként azonositotta, amelyek specialis antigéneket képesek felismerni. 1947 -ben aztan
Astrid Fagraeus rajott, hogy az antitesteket a B sejtek termelik, amelyek az adaptiv
immunrendszerhez kotédnek. A monoklondlis antitestek egyedi B -sejt klonjai termelnek,
Weiner, 2020). Az els6é antitesteket gy hoztak 1étre, hogy a kisérleti allatokat antigénnel
immunalizaltdk, majd szérum tisztitdsat kdvetden antitest frakcidt izolaltak, ilyen volt az a
plazmasejt -klén, amely homogén antitestet hozott létre, amelyet Iépsejtek ismételt
atjuttatasaval szaporitottak egerekbe. Milstein és Kohler 1984 -ben elnyerték az ¢€lettani és
orvosi Nobel-dijat, melynek eredményeképpen képesek lettek nagy mennyiségii mAb -et in vivo
reprodukalni, igy sziiletett meg a ,,hibridoma” technolégia (Bayer, 2019). Ahogy létrejott az
elsd hibridoma elkezdddott a mAb -ok terapias célokra valod felhasznaldsa. Mivel a korai
terapias monoklondlis antitestek egér eredetlick voltak ezért a betegek immunitasat rosszul
indukaltak, ezaltal korlatozva a klinikai alkalmazhatosagukat. Az 1980 -as években létrehozott
humanizélt antitestek aztdn ledontotték ezeket a korlatokat. Az utdbbi években pedig
l1étrehozték a teljesen human eredetii monoklonalis antitesteket transzgénikus egér vagy in vitro
élesztd, valamint fag display segitségével. Ezekkel az eredményekkel a mAb -ok fontos
tényezdi lettek a daganatos terapianak

Az antitestek nagyméretli glikoproteinek, amelyek az immunoglobulinok szupercsaladjaba
tartoznak. A szerepiik, hogy felismerjék az idegen antigéneket, majd azokat semlegesitsék ezzel
kivaltva a jovObeli immunvalaszt. A struktirajuk egy ,,Y” -ra hasonlit, rendelkeznek két darab
nehéz lanccal és két darab konnyti lanccal, amelyeket diszulfid hidak kotnek Ossze. A struktura
mindkét cscsan talalhatd egy antigénkotd fragmentum, az tgynevezett Fab -régid, amely a
specifikus antigének felismeréséért felelds. A struktira aljan pedig az ugynevezett
kristalyosithato- vagy Fc -régio helyezkedik el, amely az antitest és az immunrendszer kozotti
kapcsolatért felelds (Bayer, 2019; Zahavi és Weiner, 2020).

A nehéz lanc szerint az immunoglobulinok 6t osztalyat kiilonboztetjiik meg: IgA, IgM,
IgD, IgE és IgG. Ezek koziil az IgG a leggyakrabban hasznalt az antitestterapiakban mivel az
IgG -k kolcsonhatasba 1épnek a hozzajuk kapcsolodd FcR -tipussal, az FcyR -rel, amely a
természetes 0l0sejteken (NK), valamint a neutrofileken és monocitakon talalhatd. Ezek olyan

specialis funkciokat kozvetitenek, mint az antitest-fliggd sejtes citotoxicitas (ADCC) és a
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komplementfiiggd citotoxicitas (CDC). Az IgG osztaly az Fc -régidonak az emlitett funkciokat
elosegitd képessége alapjan tovabb oszthato: Az IgG1 és IgG3 képes az ADCC -t és CDC -t
kivaltani, mig az IgG2 és IgG4 erre nem képes.

Az elmult harminc évben a monoklonalis antitestek hatalmas szerepet toltenek be a
daganatellenes terapiakban, hisz nagyobb hatékonysagu és kevésbé toxikus kezelések lennének
a daganatban szenveddknek, mint a hagyomanyos kemoterapia.

1988-ban fedezték fel a CD20 fehérjét, amely az érett rdkos B -sejteken fejezddott ki a
non-Hodgkin -limfémaban, viszont az érett egészséges B -sejteken nem volt megtalalhat6. Ezért
kifejlesztettek egy olyan mAb kezelést, amely a CD20 -at célozza meg ¢és elpusztitja a rakos
sejteket, de az egészséges B -sejteket érintetleniil hagyja. Erre a célra az elso kifejlesztett antitest
a rituximab volt, amelyet engedélyeztek a rak kezelésére (Zahavi and Weiner, 2020).

A mADb -ok kozvetett hatdsmechanizmusai a gazdaszervezet immunrendszerének
Osszetevdinek bevondsat igénylik, ezek kozé tartoznak a CDC -k, az antitest -fliggd sejtes
fagocitdzis (ADCP) és az ADCC (1.1. 4bra). A legtobb célzott mAb képes aktivalni a
komplementrendszert. A CDC optimalizaldsa antitest -manipulécié révén fokozhatja a
daganatellenes aktivitast.

Az ADCP akkor fordul eld, amikor a sejteken, példaul makrofagokon expresszalt FcyRI
olyan IgG1 vagy IgG3 mAb -okhoz ko6tédik, amelyek opszonizaltak egy tumorsejtet. Nagyon
korlatozott szamu tanulmany késziilt az ADCP -r6l; azonban van néhany bizonyiték arra
vonatkozdan, hogy az ADCP fontos szerepet jatszik a keringd tumorsejtek elpusztitasaban
mAb-kezelést kovetden, a célsejteket ellenanyagok opszonizaljadk, amelyek aztan
effektorsejteket toboroznak, hogy nem fagocita mechanizmusok révén célsejthalalt
indukaljanak. Az antitestek hidként miikodnek azaltal, hogy a célsejt felszinén 1évo
antigénekhez kotddnek Fab -részeiken keresztiil, és 0sszekapcsoljak az effektor sejteket Fc -
részeiken keresztiil.

Mig az IgG, IgA és IgE mind ADCC -t kozvetithet, az IgG1 a rakellenes terapias antitestek
legrelevansabb alosztalya. Az effektorsejteknek FcR -t kell expresszalniuk, amely megkéti az
antitestet az ADCC eldsegitése érdekében. Az antitestek mindegyik osztalydhoz tartozik egy
megfeleld FcR osztaly, példaul az FcyR, amely az IgG -t koti, és az FcaR, amely az IgA -hoz
kotddik. Az FcyR a daganatsejtek ADCC szempontjabdl legrelevansabb osztalya Amikor egy
¢s lefelé iranyuld jel terjed. Az NK -sejtek a {6 effektor tipus, amely ADCC-t kozvetit; azonban
mas mieloid tipusok, példaul monocitdk, makrofagok, neutrofilek, eozinofilek €és dendritikus

sejtek is képesek. Az effektorsejtek citotoxikus szemcsefelszabadulas, Fas jelatvitel és reaktiv
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oxigénfajtak beinditdsa révén célsejthalalt indukalnak. Mig szadmos mieloid sejttipusrol
kimutattak, hogy ADCC -t kozvetitenek az immunterapia soran, a legtobb célzott mAb klinikai

hatékonysaga foként NK -sejt -fiiggd (Zahavi and Weiner, 2020).
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1.1. abra: Az antitestek hatiasmechanizmusai (Zahavi and Weiner, 2020)

1.3 A Nivolumab monoklonalis antitest, mint terapias modszer

1.3.1 AzlIgG4

Az antigénnel val6 érintkezéskor gyakran az 1gG3 az els6 alosztaly, amely kialakul, mig a
késobbi valaszokért az IgGl a felelds. Két azonos nehéz lanc és két azonos konnyii lanc
alegység, amelyek intramolekularis diszulfid kotésekkel kapcsolodnak egymashoz,
heterotetramer glikoproteinek formajaban alkotjdk az IgG -t. Négyféle nehéz lanc 1étezik (y1,
v2, v3 és y4), amelyek mérete kortilbeliil 50 kDa. Ezek egy variabilis N -terminalis doménbdl
(VH) allnak, amelyet harom konstans domén (CH1, CH2 és CH3) kovet. A nehézlancok mellett
csak kétféle konnyl lanc létezik (x vagy A), amelyek mérete koriilbeliil 25 kDa, és ezek egy
variabilis N-termindlis doménbdl (VL) és egy konstans doménbdl (CL) allnak. A kénnyti és
nehéz lancok a VL-VH és CL-CH1 doménekhez kapcsolddnak, és két ,,Fab kart” alkotnak,
amelyek megkotik az antigént. A CH2 és CH3 domént tartalmazd régid a kristalyosithato
fragmens vagyis az Fc régi6. A CH1 és CH2 domének kozott egy rugalmas csuklorégio koti
Ossze az Fab -ot az Fc régidval (Bianchini ef al., 2020).

Az 1gG4 gyakran egy antigénnek valo ismételt vagy hosszan tartd expozicid eredménye.
Azonban kozvetlen osztalyvaltas sem kizarhatd [gM -r6l IgG4 -et expresszalo nativ B -sejtekre
(Bianchini et al., 2020). Az IgG4 -bdl talalhat6 a legkevesebb a szérumban, vagyis a teljes IgG
kb. 5% -a. Aalberse, Rispens €s munkatarsai (2009) az 1gG4 -et furcsa antitestként irtak le,
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mivel egyedi bioldgiai tulajdonsagai vannak, vagyis nem felel meg az antitestszerkezet
hagyomanyos tulajdonsagainak. Az IgG4 egyedi szerkezeti jellemzOket tartalmaz
Osszehasonlitva mas IgG alosztalyokkal a csuklorégioban, a CH2 és CH3 doménekben,
amelyekrdl gy gondoljak, hogy felelések szerkezeti tulajdonsagaiért, kotési jellemzoiért és
csokkent effektor funkcidiért, amely az Fc régio és az effektor molekulak kolcsonhatasatol
fliggenek. Az 1gG4 szerkezete mas IgG -hez képest rovidebb csuklorégiot (12 aminosav) €s
alacsonyabb Fab -kar rugalmassagot mutat. Ez az antitest egyediilallo moédon megy keresztiil
egy in vivo folyamaton, amelyet Fab -kar cserének neveznek (FAE), a folyamat soran egy
bispecifikus, funkcionalisan monovalens antitest jon létre (1.2. abra B). Ez a tulajdonsag
hozzajarul az IgG4 gyulladdsos tulajdonsdgaihoz és korlatozza az immunkomplexek

képzddését (Davies and Sutton, 2015).
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1.2. abra: A: 1gG 4 magkapocs Pro228Ser szubsztitucio. B: A Fab -kar csere altal létrejott bi -
specifikus IgG4 (Davies and Sutton, 2015)

A Fab -kar cseréjének folyamata magéaba foglalja a két kiilonb6zd antitestbdl szarmazo
IgG4 nehéz lancainak elvalasztisat, hogy félmolekulak alakuljanak ki, melyek tartalmaznak
egy nehéz és egy konnyl lancot. Két meghatdrozé tényezod teszi lehetéveé az 1gG4 szamara,
hogy atessen FAE-n, nevezetesen a magkapocs és a Cy3-Cy3 domén interfész, amely a két
nehéz lanc kozotti kovalens és nem kovalens kdlcsOnhatdsokat egyarant érinti. Az 1gG4
magkapocsa ekvivalens cisztein oldallancokat és Pro228Ser szubsztiticidt is tartalmaz (1.2.
abra A), ami eldsegiti a rugalmasabb kapocsrégiot, ami inkdbb intra -nehézlanc kozotti diszulfid

kotések kialakuldasahoz vezet, ellentétben mas IgG -kel, ahol cisztein -prolin -prolin -cisztein
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szubsztituciot, ami gyengiti a Cy3-Cy3 domén kolcsonhatast, mivel gyenge, nem kovalens
kotést okoz.

Az IgG4 egy potencialis terapids monoklonalis antitestként tartjak szamon, igy példaul a
Nivolumabot és a pembrolizumabot is. Azonban ennek a feltétele a FAE megakadalyozasa.
Szamos tanulmany megallapitotta, hogy ezt a folyamatot a redox folyamatok befolyasoljak,
vagyis megfeleld redox pufferek kivalasztasaval ez in vivo és in vitro is befolyasolhatd. A
magcsuklé stabilizalasa a FAE megeldzése érdekében egy tervezési szempont az [gG4 tipust
mAb -ok esetében, mivel azok nem rendelkeznek Ser228Pro mutacidéval, amely
megszintethetné a FAE -t, azonban mind a Pembrolizumab, mint pedig a Nivolumab
tartalmazza ezt a mutéciot, igy a magkapocs stabil marad (Davies and Sutton, 2015; Bianchini

et al., 2020).

1.3.2 A programozott sejthalal -1 utvonal (PD-1 ttvonal)

Az immunrendszer feladata, hogy fenntartsa az egyensulyt az ép szovetek és az idegen
anyagok kozott, vagyis amig a sajat szoveteit védi, addig az idegen anyagokat tdmadja. Amikor
ezt az egyensulyt valami felbontja, autoimmun valasz alakul ki. Annak érdekében, hogy az ép
szoveteket ne érje masodlagos karosodas, természetes gatld visszacsatolasi folyamatok jonnek
1étre, amelyeket immunellendrz6 pontoknak neveznek. Feladatuk, hogy az immunvalasz lejarta
utan ledllitsak a gyulladasos folyamatot. A kutatdsok arra is ravezettek, hogy az immunvalaszok
képesek a szervezet megvaltozott sajat sejtjeit is elpusztitani, vagyis a rakos sejteket is. Ennek
érdekében olyan kutatisok indultak, amelyek a daganatellenes terdpidkat az
immunellendrzépontok gatlasara épitik fel. Ennek a két {6 képviseldje a citotoxikus T -limfocita
antigén 4 (CTLA -4) és a programozott sejthalal fehérje -1 (PD -1). Mind a két fehérje egy
immunfék, amelyeknek feloldasa révén felszabadithaté az immunrendszer daganatsejteket
megtamado €s elpusztitd képessége.

A PD -1 ellendrzési pontot T. Honjo és munkatarsai (1992) fedezték fel, amely a B7/CD28
-csalad tagja és a T -sejtek életciklusdnak egy késdbbi szakaszaban, a periférias szovetekben, a
tumor kornyezetében gatolja az effektor T -sejteket. A PD -1 fehérjének két liganduma van a
PD-L1 és PD -L2, amelyek gyakran kifejezodnek daganatos sejteken, illetve antigén prezentalo
sejteken. A PD -1 ¢és ligandumai I. tipust glikoproteinek, amelyek egy valtozd tipusu
immunoglobulin (IgV) extracellularis doménjébdl, egy transzmembran régiobol és egy
citoplazmatikus farokbol all, amely dokkolohelyként szolgal a jelatvitelhez. Normal esetben
amikor az antigénprezentild sejteken (APC) 1évé B7-1/ CD80 molekula a T -sejt CD28
antigénhez kotédik a T -limfocitak aktivalodnak, azonban, ha az APC a feliiletén 1évé PD -L1



molekula a T -sejten 1évo PD -1 receptorhoz kotddik negativ koinhibitor jel keletkezik, ezaltal
a T -limfocitak nem kativalodnak és a daganatellenes immunvalaszok legyengiilnek (1.3. ébra)

(Tibor Bakacs, Marcell Szasz A. and Magdolna Dank, 2018; Kiss, 2019; Patsoukis et al., 2020).

T-sejt-gatlias PD-1 altal

TCR
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1.3. abra: T -sejt gatlas a PD -1 dltal (Kiss, 2019)

A ligandumok koziil a PD -L1 expresszidja nagyon széles (melanoma, tiid6 daganat, vese
daganat), human sejtekben ez a leginkabb indukalhaté. A PD -1: PD -L1 utvonal f6 szerepe a T
-sejtek gatlasa, azaltal, hogy a PD -1 ligandumai k6tédnek a T -sejtekben 1évé PD -1 receptorhoz
az antigénprezentalo sejteken. Ezek a gatlo kdlcsonhatasok nemcsak elnyomjdk a T -sejteket a
masodlagos limfoid szovetekben az immunvalasz inditd fazisaban, hanem moduléljdk az
effektor T -sejtek valaszait is, akar a gyulladas helyére valé migracié soran, akdr magdban a
célszévetben. A PD -1 -en keresztiil torténd jelzés jelentds hatdssal van a T -sejtek citokin
termelésére, gatolva az IFN -y, a tumor nekrézis faktor -o és az interleukin -2 termelését. A PD
-1 gatolhatja a T -sejtek proliferaciojat is, valamint gatolja a Bel -xL, egy antiapoptotikus fehérje
expressziojanak novelését. Végiil a PD -1 jelatvitel csokkenti a GATA -3, a Tbet és az Eomes
transzkripcids faktorok expresszidjat, amelyek a T -sejt effektor funkcidjdhoz kapcsolodnak. A
PD -1 jelzés a TCR jelzés altal kozvetitett ,,stop jel” megforditdsaban is szerepet jatszik. Ez azt
jelenti, hogy PD -1 jelenlétében a T -sejtek tartozkodasi ideje lerovidiill az APC -kel valo
kolcsonhatasaikban, ami a T-sejtek aktivacidjanak csokkenéséhez vezethet, és eldsegitheti a
jelatvitelt is (Riella et al., 2012). A PD -1 és ligandumai tehat negativ visszacsatolasi
mechanizmusként szolgalnak az effektor T -sejtes valaszok csillapitasara, igy védve a sajat
szoveteit a karosodastol, illetve a tumorokat az immunrendszer tdmadasatol. Ezt a jelenséget

»adaptiv immunrezisztencianak is nevezik” (LaFleur et al., 2018).
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Ahhoz, hogy a T -sejt -gatld szignalokat blokkolva fokozzdk a T -sejt altal vezetett
immunvalaszt immunellenérzépont gatlokat fejlesztettek ki. Ezek az immunellendrzépont
gatlok rekombinans huméan vagy humanizalt monoklonalis antitestek. A PD -1 vagy PD -L1
blokkolasaval az immunrendszer effektor fazisat serkentjiik, a kimeriilt T -limfocitak
visszakapcsolasaval (1.4. abra). A PD -1 utvonalat blokkol6 mAb -ok a Nivolumab és a
pembrolizumab. A Nivolumabot 2014 decemberében az Egyesiilt Allamok Elelmiszer -és
Gyodgyszerligyi Hatosdga (FDA), 2015 -ben pedig a Bristol-Myers Squibb Pharma EEIG
engedélyezte, az Eurdpai Unid egész teriiletén, mar hat szolid tumoros indikacioban (adjuvans
¢s metasztatikus melanoma, fej-nyak laphdmsejtes karcindéma, nem kissejtes tiidorak, vesesejtes
karcinéma, urotelidlis karcinoma) (Kiss, 2019). 2015 -ben engedélyeztették az elsé kombinalt
immunellenérzépont blokadot is, amely az anti -PD-1 (Nivolumab) kombinacidjat jelentette az
anti -CTLA-4 -el (ipilimumab). Ezek a terapiak széles spektrumu aktivitast eredményeztek fej
-nyaki daganatnal, Hodgkin -limfémanal és urothelidlis daganatnal (Viktoria Fésiis, 2017;

LaFleur et al., 2018).

T-sejt-aktivacio T-sejt aktivacio
anti-PD-1 altal anti-PD-L1 alta

l%“/@ @

Antigén
MHC

Antl PD-1 ‘ Antigén

MHC

Tumorsejt I

1.4. abra:T -sejt aktivalas anti-PD-1 illetve anti -PD -L1 hasznadlataval (Kiss, 2019)

A Nivolumab a PD -1 -hez kotddik egy N- termindlis hurok segitségével, amely
megakadalyozza a ligandumaival val6 kapcsolodast. Ezt az antitestet transzgenikus egerekben
allitottak eld, amelyek tartalmaztak humén immunoglobulin minilékuszt a nehéz lancnak,
valamint humén immunoglobulin kappa lokuszt a konnyl ldncnak. Mindezek mellett
tartalmaztak olyan mutacidkat is, amelyek megakadalyoztdk az egérantitestek termelését.
Ezeket az egereket rekombinans huméan PD -1 Fc fehérjével immunizaltdk, amely a PD -1
extracellularis doménjébdl, a human IgG1 Fc részébdl és PD -1-et expresszalo kinai horcsog

petefészek (CHO) sejtekbdll allt. Az ebbdl 1étrejovo antitesteket a tovabbiakban kinai horcsog
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petefészeksejtekben expresszaltak standard emlds sejttenyésztési technoldgidval (Wang et al.,

2014; Brahmer, Hammers and Lipson, 2015).
14 Az antitestek tisztitasi modszerei

1.4.1 Kromatografias eljarasok

A kromatografias eljarasok alapja, hogy a komponensek egy allo- €s egy mozgotazis kozott
oszoljanak meg. Az all6fazis lehet szilard anyag, vagy nagy viszkozitast, szilard hordozora
felvitt folyadék, mig a mozgo fazis folyadék vagy gaz lehet. Az anyagatadas a két fazis kozott
alapulhat ionos kolcsonhatdson, adszorpcion, oldhatésagon vagy diffuzion. Az affinitas
kromatogréfia esetén ezek az anyagatadasok specifikus kdlcsonhatdsokon alapulnak.

Annak érdekében, hogy a kromatografias eljaras sikeres legyen tudnunk kell, hogy milyen
molekulat milyen komponensektdl akarunk elvélasztani, ezt kovetden pedig ki kell
valasztanunk a modszert, amelynek alapjan a tisztitast véghez vissziik. Attol fiiggden, hogy mi
alapjan akarjuk szétvalasztani a molekuldkat sokféle modszer ismeretes. Igy példaul a
makromolekulak eltéré méretét kihasznalva hasznalhatjuk a gélsziiréses kromatografiat, ha a
molekuldknak eltéré a toltésiik van hasznalhatjuk az ioncseréldé kromatografiat, ha pedig
affinitas kromatografiat hasznalunk akkor valamilyen specificitas alapjan, pl. antigén -antitest
kolesonhatést hasznalhatunk fel az elvalasztas céljabol.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) egy olyan modszer, amely 3-10 um
szemcseméretli matrixokkal dolgozik, amely soran a mozgo6 fazis aramoltatasa csak nagy
nyomasu, 10 MPa koriili, specialis precizios pumpak alkalmazasaval oldhaté meg. Az ehhez
hasznalatos oszlopok toltetei szilikagél alaptiak, amelyek biztositjak, hogy azok ne legyenek
Osszenyomhatoak, valamint megfeleld koriilmények kozott kellden szilard, meghatarozott

szemcseméretll €s porusméretii gélek készithetdek beldle (Hegyi Gyorgy, 2013).

1.4.2 Gyors folyadékkromatografias modszer (FPLC)

Annak érdekében, hogy a biopolimereket nagyobb hatékonysaggal tudjak elvalasztani a
Pharmacia LKB kifejlesztette a gyors fehérje -kromatografiat (FPLC) 1982-ben (Madadlou,
O’Sullivan and Sheehan, 2011; Hegyi Gyorgy, 2013). Az FPLC abban kiilonbozik az
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiatol, hogy az oszlop toltetek dextran alapl, vagy
szintetikus polimer anyagbo6l késziilnek, amelyek nagy porozitassal birnak, valamint hidrofilek,
ami miatt kivaléan alkalmazhatoak biopolimerek szeparalasara. A kisebb nyomadsallosag,
valamint a nagyobb szemcseméret miatt 0,5-1 MPa nyomas folyadékaramlast lehet biztositani,

amely megfeleld a fehérjékkel kapcsolatos elvarasoknak. Az oszlopok emellett nyomasallo
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boroszilikat iivegbdl késziilnek, valamint a pumpaba és a csérendszerbe is keriilnek fém
alkatrészek.

A rendszer jellemzden egy programvezérlobol, legfeljebb négy P -900 szivattyubdl, egy
M-925 -6s keverdbdl, egy eldsziir6bol, egy M-7 szelepbdl, egy toltdhurokbdl, egy oszlopbdl,
egy UV 900 -monitorbdl, egy aramlaskorlatozobodl és egy frakciogytlijtobol all. Mindezek
mellett tartalmaz egy elvalasztd egységet, valamint egy olyan szadmitogépet, amelyen az
UNICORNT™ szoftver fut az elvalaszto egység vezérléséhez (1.5. abra) (Madadlou, O’Sullivan
¢s Sheehan, 2011).

Minta
[
Mixer
Pompak %m ckeios szelep
Oszlop
Pufferck I
UV/VIS

abszorbancia
I\ Konduktivits detektor

T dctcktm
Frakcio szedo

pH detektor

1.5. abra: Egy tipikus folyadékkromatografias rendszer abrazolasa (Instrument management
handbook, 2020)

A mintadt az oszlopra haromféle mdédon vihetjiik fel: egy el6toltott mintahurokbol,
kozvetlen injekcio altal mintapompa segitségével, valamint kozvetlen injekcid altal a rendszer
pompdjan keresztiil. A cs6hurkokat kevesebb mennyiségli mintdkhoz hasznaljak, ami 4ltal a
reprodukalhat6sdg magas lesz, mivel a minta felvitelének nem lesz hozzakotott szerepe az
aramlasi sebességhez. A Superloop -okat teljes mintavolumen oszlopra viteléhez vagy ismételt
mintainjekcidhoz hasznéljdk manualis beavatkozas nélkiil. Egy minta -vagy rendszerpompat
lehet hasznalni abban az esetben, ha egy mintat kdzvetleniil az oszlopra szeretnénk juttatni.
Ebben az esetben a rendszerben lehet hasznélni egy 1égszenzort is, amely akkor ad jelet, amikor
a tartaly kitiriil, ekkor a mintaszelep elfordul és megakadalyozza a levegd oszlopba jutasat.

Az UV/VIS abszorbancia gorbe a kromatogramon a tisztitasi eredményt mutatja meg. Ez
egy inline vagyis integralt eszkdz a kromatografias rendszerbe. A fehérjéket 280 nm -en mérjiik
mivel a triptofan, tirozin és a fenilalanin ezen a hullamhosszon abszorbedl erdteljesen. Az

AKTA UV/VIS abszorbancia érzékeldk 2000 mAU -ig lineédrisak, ezen tilmenéleg a jelek nem
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crer

méro is, amely a sékoncentracio és mas toltott molekulak jelenlétét lehet észlelni. Mindezek
mellett a rendszerhez lehet csatlakoztatni egy pH elektrodat is.

A frakcioszedd biztositja az eluensek kiilonbozo tartdlyokba vald gylijtését. Az eludld
csucsokat altalaban tobb tartalyba gytjtik, annak érdekében, hogy tisztabb fehérjét kapjanak.

A rendszer hosszatavu fenntartasa érdekében elengedhetetlen a megfeleld karbantartas €s
tisztitas (1.1. tablazat). A s6 eltomitheti a szelepeket és a kapillarisokat, eltavolitasara vizet vagy
pufferoldatot hasznalunk. Ha a rendszer folyamatos hasznalat alatt van, akkor ajanlatos atmosni
0,5-1 M NaOH oldattal.

1.1. tablazat: A rendszer tisztitasara alkalmas anyagok (Instrument management handbook,

2020)
Eltavolitani kivant anyag Tisztitoszer
Puffer és s6 upH>O
Fehérje, zsir és sejt tormelék 0,5-1 M NaOH
Azok a részek, amelyek nem tavolithatok el 1-10 M ecetsav
NaOH segitsegével
Hidrofob részek, melyek nem tavolithatoak el szerves oldoszer, pl.
ecetsav €és NaOH segitségével sem izopropanol

A rendszert 20% -os etanolban lehet tarolni, amely megvédi azt a lehetséges mikrobialis

szennyezddésektdl. A rendszerbdl az etanolt vizzel tavolitjuk el (Instrument management

handbook, 2020).

1.4.3 Gélsziiréses kromatografia

A gélszlirés vagy méretkizardsos kromatografia kulcsszerepet jatszik az enzimek,
nukleinsavak, fehérjék és mas biologiai makromolekuldk tisztitdsdban. Ez a modszer a
molekuldkat a méretbeli kiilonbségeik alapjan valasztja szét, ellentétben az ioncserés és az
affinitds kromatografiaval, itt a molekulak nem kotédnek kromatografias kozeghez. Jol
alkalmazhato olyan biomolekuldk szétvalasztdsdhoz, amelyek érzékenyek a pH- ra,
fémionokra, koenzim koncentracid- vagy egyéb kornyezeti feltételek valtozasara.

A gélszliréshez hasznélatos kdzeg egy pordzus matrix, gdmb alaku részecskék formajaban,
amely egy oszlopba vannak pakolva, hogy tomott kozeget képezzenek. A gomb alaka
részecskek kémiailag és fizikailag stabilak, valamint inertek (hidnyzik a reaktivitdsuk és

adszobtiv tulajdonsagaik). Ezt a tomott kozeget eldszor pufferrel hozzak egyensulyba, hogy a
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részecskék kozotti teret €s a matrix porusait kitdltse. A porusok kozotti folyadékot nevezik allo
fazisnak, amely egyensulyban van a mozgd fazissal, ez esetben a részecskéken kiviili
folyadékkal. A méretkizarasos kromatografia esetében az eludlds izokratikusan folyik, ami
annyit jelent, hogy nincs sziikség kiillonbozd pufferek hasznalatara. A tisztitds végén azonban
az oszlopot atoblitik egy tgynevezett futé pufferrel, amely megkonnyiti a visszatartott

molekulédk eltavolitasat, valamint regeneraljak az oszlopot.

3&0 P P

- ."?a;") -

- - -
FOF B

1.6. abra: Kiilonbozé méretii molekulak athaladasa a porozus gélen: 1. Az oszlopban levé gomb
alaku részecske porusai, 2. a minta felvitele az oszlopra, 3. A mozgofazis végig vandorol az oszlopon
és a molekulak ki- és bedifundalnak a matrix porusaibol, a kisebb molekuldk elidéznek a matrix
porusaiban, 4. mivel a puffernek allando aramlasi sebessége van, a nagyobb molekulak nem tudnak
bedifundalni a porusokba és hamarabb vandorolnak végig az oszlopon (Handbooks from GE
Healthcare, 2007).

A tisztitds soran a molekuldk mozgédsa két tényez6tdl fligg: mozgd fazis aramlasi
sebességétdl, valamint a diffuziotol, amely soran a molekuldk méretiiktdl fiiggden atjarjak a
gélszemcsék belsejét. Ahogy a nevébdl is kovetkeztethetd a méretkizarasos kromatografias
eljaras alapja, hogy egy adott mérettartomannyal rendelkezd gél oszlop esetén mig egyes
molekuldk konnyedén beférnek a gélszemcsék belsejébe, masok szdmara az atjarhatatlan, igy
szamukra csak a szemcsék kozotti tér atjarhato. Annak kovetkeztében, hogy ezek a molekulak
a kiilso teret hasznaljak vandorlasuk sordn, igy 6k hamarabb érnek az oszlop aljara, mig a toliik
kisebb molekulak az 4ll6 fazisban idéznek, vagyis az 6k vandorlasuk tobb idébe fog telni (1.6.
abra).

A térhalositott dextran az els6ként kifejlesztett és még ma is hasznalt gél anyag, amelybdl
késziilt kiillonb6zo porusméretii gyongypolimerek Sephadex markanéven ismertek.

A minta térfogatat ugy kell kivalasztani, hogy az oszlop térfogatanak 1-5% -a legyen.
Fehérjék somentesitésénél a mintatérfogatot akar 15-20% -ra is ndvelhetjiik (Handbooks from

GE Healthcare, 2007; Hegyi Gyorgy, 2013).
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1.4.4 Ioncserés kromatografia, CaptoQ, CaptoS

Annak érdekében, hogy a toltéssel rendelkez6 molekulakat egymastol elvalasszuk a
leghatékonyabb moddszer az ioncserés kromatografia. Az ehhez hasznalt oszloptdltetek egy
matrix felszinéhez kovalensen kotott toltdtt csoportokat tartalmaznak. A modszer alapja az
ellentétes toltésti rogzitett ioncseréld csoportokra toltott oldott molekulak reverzibilis
adszorbcioja.

Az ioncseréld kromatografids modszert altalaban 6t f6 1épésben hajtjak végre (1.7. abra).
Az elsé6 1épés az oszlop egy pufferrel torténd egyensulyba hozédsa, amelynek Iényege a kezdeti
koriilmények (pH, ionerd) létrehozasa. Ebben a fazisban a toltott csoportokhoz konnyen
kicserélhetd egyszerli ionok kapcsolddnak, amelyek lehetnek példaul natrium vagy kloridionok.
A masodik 1épés maga a minta felvitele és reverzibilis megkdtése az oszlopon. Itt torténik a fel
nem kotédott komponensek lemosasa az induld pufferrel. A harmadik és negyedik 1épés maga
a célmolekula eludldsa, amelyet az eluald puffer 6sszetételének megvaltoztatasaval érnek el. A
masik mod az eludlo puffer pH- janak megvaltoztatasa. Létezik egy harmadik mod, amely a
leghatékonyabbnak bizonyult, ez az igynevezett gradiens elicio, melynek soran az ionerét vagy
a pH -t folyamatosan valtoztatjak, igy az oszloprdl eldszor a kisebb nettd toltésii molekulak
véalnak le (Handbooks from Amersham Biosciences, 1991; Hegyi Gyorgy, 2013; Instrument
managemaent handbook, 2021).

1. Kiindulasi 2. A minta 3. A leoldas 4.A leoldas 5. Regeneralas
allapot megkotédése  kezdete vége
A O A ® & o © O O
0 A B3 ® & o ® & o © O O
O A O ) O
o =3 | Wy | ¥ | g
o O O A A A B B8 3 @ @ @
@ & e A A A ® @ o
Ellenionok az (] . & @ lonoka
indulé pufferben A Szétvilasztandd ionok @ gradiensben

1.7. abra: Az ioncseréld kromatogrdfia lépései. Itt egy pozitiv toltésii anion cseréld részecske
lathato, kiindulasi dllapotban ellenionokkal a felszinén. A masodik fazisban torténik a szétvalasztando
toltéssel rendelkezd molekuldk megkotése, az elualds elsé fazisaban (3.), a gyengébben kotodd
molekuldk szorulnak le, az eludlas végén, pedig az erésebben kétédd molekulak is levalnak (4.) (Hegyi
Gyorgy, 2013).

Az antitest tisztitasban is hasznalatos Capto S (Cytiva) egy erds kation, a Capto Q (Cytiva)

pedig egy erds anion- cseréld kromatografias oszlop, amelyek novelik a sebességet és a
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kapacitast a tisztitasban. Ezek a kromatografids oszlopok nagy &aramlasi sebességet ¢&s
dinamikus kotokapacitast kinalnak, amely altal a folyamatidé csokken, a hozam pedig nd. A
Capto S szulfonat (-SO3-) csoportot, mig a Capto Q kvaternér amin (-N"(CH3)3) csoportot
hasznal. Mindkét oszlop esetében a matrix agardz alaptl, amely alacsony visszanyomast biztosit

magas ateresztoképesség mellett (Cytiva, 2020).

1.4.5 Affinitas kromatografia, Protein A

Az affinitas kromatografia a biomolekuldk specifikus kdlcsonhatdsain alapul, amely soran
a szeparalandd biomolekula kélesonhatd partnerét immobilizaljak a kromatografias toltethez.
Ez a rogzitett ligandum megkdti a mozgd fazisban 1évo keresett biomolekulat, amely majd a
mozgd fazis dsszetételének megvaltoztatasaval eludlhatod le. Az affinitds kromatografia egy
olyan kromatografias modszer, amely lehetové teszi egy biomolekula szelektivitasat az egyedi
kémiai szerkezete és funkcidja alapjan. A minta és a ligand ko6zotti kolesonhatasok lehetnek
elektrosztatikus vagy hidrofob kolcsonhatasok, illetve masodlagos kémiai kotések, van der
Waals erék vagy hidrogén kotések. A célmolekulat a kromatografias oszloprol a kdlesonhatés
megforditasaval vagy a pH, ionerdsség vagy polaritas valtoztatasaval lehet elualni. A ligand egy
olyan bispecifikus molekula kell legyen, amelyet kovalensen lehet kapcsolni a kromatografias
matrixhoz, ez mellett a ligand és a molekula kozotti kotésnek visszafordithatonak kell lennie,
ahhoz, hogy a biomolekulat aktiv forméaban tudjuk elualni az oszloprol.

Nagy jelentdésége van a rekombinans fehérjék tisztitdsa sordn, mivel a termeltetett
rekombinans fehérjét gyakran latjak el az N vagy C termindlisan egy fuzids ,,cimkével”
géntechnoldgiai moddszerekkel, aminek segitségével a rekombinans fehérje affinitas
kromatografiaval egyszeriien kinyerhetd. Ilyen cimke a lancvégekhez fzionalt oligo-hisztidin
(His-tag), ami reverzibilisen kotédik fémkelatokhoz, példaul szilard fazishoz rogzitett Ni-
kelathoz, vagy a glutation S transzferaz (GST) fuzids fehérje, ami matrixhoz rogzitett glutation
segitségével izolalhato.

Affinitas kromatografidban gyakran hasznalt kdlcsonhatasok példaul az enzim -szubsztrat
kolecsonhatés, az antigén -antitest kdlcsonhatas, a hormon -receptor kdlcsonhatés, illetve a
fennebb emlitett fém kelat -His-tag vagy glutation -GTS fuzids fehérjék hasznalata.

A HiTrap™ oszlopok jol alkalmazhatoak laboratoriumi 1éptékii alkalmazasokban. Ezeket
az oszlopokat lehet miikddtetni fecskenddvel, perisztaltikus pompéval vagy barmely AKTA™
kromatografias rendszerrel (Handbooks from GE Helathcare, 2007).

Az affinitds kromatografia folyaman 4 alapvetd fazist kell (1.8. dbra), hogy kovetniink a

megfeleld tisztitas eléréséhez. Elsd sorban a kromatografia elkezdése elott elengedhetetlen a
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megfeleld mintaeldkészités. A folyamat sordn a mintanak tiszta, szilard részecskéktél mentes
oldatnak kell lennie. Ez centrifugalassal és/vagy szlréssel érhetd el. Ezt kdvetden ellendrizni
kell, hogy a minta oldékonysagat és stabilitasat hogyan befolyasolja a kiindul6 oldat pH -ja, a
s6 koncentracio, esetleg szerves olddszer jelenléte. Ezutan meg kell hatdrozni a koté puffer

Osszetételét is.

Az affinitas kromatografia fazisai:

1. Egyensulyba hozis a specifikus kolcsonhatasra
4 ¥~LQL alkalmas pufferrel.
LER
A M o 2 Akeresett molekula megkotése,a nem kotédo

» ,_L,LQL anyag elucioja és kimosasa.
1 M 3. A keresett molekula elicidja a mozgofazis

osszetételének valtoztatasaval.

. &aLﬁL 4. Regeneralas

1.8. abra: Az affinitas kromatografia fazisai. A matrixhoz kétott specifikus ligandumhoz csak a
,hozzdilld” kotohellyel rendelkezd molekulak kotédnek, a tobbi molekula lemoshato. A mozgo fazis
osszetételének megvaltoztatasaval a keresett molekulak tisztan izolalhatok (Handbooks from GE
Helathcare, 2007)

A minta el6készités utan kezdetét veheti a kromatografia elsd 1épése, vagyis, hogy
egyensulyba hozzuk a specifikus kolcsonhatasra alkalmas pufferrel. A 1€pés folyaman az
oszlopot mossuk, valamint a mintat dializaljuk a kiindul6 ko6t6 pufferrel. A masodik 1épésben a
keresett molekulat kell megkotni, valamint a nem koté anyagokat lemosni. Ebben az 1épésben
a nagy affinitds esetén a minta felvitel dramlési sebessége nagy lehet, gyenge kdlcsonhatas
esetén, vagy ha az egyensuly kialakulasa lassu folyamat, csokkentsiik a mintafelvitel
sebességét. A minta felvitel utdn a kotd pufterrel kell mosni tovabb az oszlopot, amig az 6sszes
nem kotédé komponenst el nem tavolitottuk. A kovetkezd 1épés a keresett molekula eludlasa a
mozgofazis valtoztatasaval. Az elicid egyik lehetséges modja, amikor a ligandum és a
célfehérje kozotti kolesonhatas erdsség csokken. A masik modszer a pH valtoztatas, melynek
soran valtozik a ligandum ¢€s a célfehérje toltott csoportjainak ionizacioja, ezaltal valtozik meg
a kolcsonhatas erdssége. A pH valtozds kozvetlen valtozasokat okozhat a kotdhelyeken,
melynek sordn az affinitds gyengiil, vagy kozvetetten is befolydsolhatja a valtozést, a
konformécio megvaltoztatasa altal. Ha az elualashoz alacsony pH-t kell alkalmazni, a frakciok
elvalasztasa utdn ajanlott azokhoz pH semlegesitd puffert adni, amely lehet példaul egy 1 M
Tris- HCI, pH=9 oldat, annak érdekében, hogy a frakcié semleges pH-t kapjon. Az ionerdsség
novelése (rendszerint NaCl koncentracid emelésével) szintén csokkenti a kolcsonhatés

erosségét. Kompetitiv elucio soran olyan anyagokat hasznalunk, amelyek a ligandummal vagy
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a célfehérjével reagalva, ezekkel vetélkedve a korabban kialakult kdlcsonhatast megsziintetik.
Az utolsé 1épésben pedig a regeneralas torténik, amikor az elicid befejezése utan az oszlopot
kiindul6 k6td pufferrel mossuk, hogy késdbb majd Gjra fel tudjuk haszndlni.

Az antitestek és fragmentumaik tisztitdsanak egyik elénye, hogy elegendd informaci6 all
rendelkezésiinkre a célmolekulardl, illetve a f6 szennyezd tulajdonsagokrol. Az IgG alosztalyai

szdmara a hatékony tisztitasi mddszer alapja a Protein A- hoz, illetve Protein G- hez vald

crer

Helathcare, 2007).

Szamos sejt és virus feliiletén fehérjék talalhatok, amelyek az immunglobulinok Fc-
rész€hez kotddnek. E kolcsonhatds miatt az ilyen fehérjéket Fc-receptoroknak nevezik.
Baktériumokban ezeket az immunglobulin-ko6td fehérjéket virulenciafaktoroknak tekintik,
amelyek lehet6vé teszik a korokozok szamara, hogy elkeriiljék a gazdaszervezet
immunvalaszat. A legjobban tanulmanyozott ebben a csoportban a Staphylococcus aureusbol
szarmazo Protein A és a Streptococcusbol szarmazd Protein G, amelyek kiilonb6z6 forrasokbol
szarmazo I1gG- t kotnek, és annak konstans régidinak ugyanahhoz a részéhez kotddnek, ami az
alkalmazasban ligandumként hasznaljak. Valoszintileg a protein- A- affinitds kromatografia a
leggyakoribb mddszer az antitestek tisztitdsdra. Ennek az az oka, hogy az A- proteinnek van
néhany fontos erénye az affinitasligandumként valod alkalmazashoz: jol jellemzett, és nagy
mennyiségben beszerezhetd rekombinans baktériumokbol (Huse, Bohme and Scholz, 2002).

Az antitestek is bomlasi folyamatoknak vannak kitéve, amelyek karositjadk a komplex
szerkezetiiket. Ezek koziil a legstlyosabb probléma az aggregécio, mivel az aggregatumok
jelenléte megvaltoztatja a hatékonysagot, valamint novelheti a veszélyes immunogén
mellékhatasok lehetdségét. Az aggregacié magaban foglalja a fehérjemolekuldk homotipusos
tarsulasat oligomerekhez valamint magasabb rendii aggregatumokhoz. Az aggregaciora szamos
modell 1étezik azonban a két legfontosabb a fehérje kibomlas altal irdnyitott aggregacio és a
fehérje- fehérje kdlcsonhatasok altal szabalyozott aggregécid. A fehérje kibomlés altal iranyitott
nevezziik. A fehérje- fehérje kolcsonhatasok altal szabalyozott aggregaciot a molekulak kozotti
kapcsolatok irdnyitjak, amelyek kolloidképzddéshez vezetnek, ezt kolloidalis instabilitdsnak
nevezziik. Ahhoz, hogy ezeket megakadalyozzak segédanyagok hozzaadasat hasznaltak, hogy
megprobaljak megdrizni a nativ konformaciot és igy javitani a konformécids stabilitast, vagy
antitest-technoldgiat hasznaltak az aggregaciora hajlamos "forr6 pontok" moédositasara és a

kolloid stabilitas fokozasara.
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crer

crer

(1.9. abra). Ezen feliil az Protein A és Protein G nagy affinitassal kotddik a CH2 és CH3
domének kozotti hatarfeliiletek kozelében 1évo atfedd, de nem azonos régidhoz ezért

feltételezték, hogy szintén javitjak a kolloid stabilitast azaltal, hogy blokkoljak ezt a helyet.

Aggregalodas
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IgG oldat

IgG+ ProA komplex

1.9. abra: A protein- A hatdsa az immunoglobulinokra (Zhang and Topp, 2012a)

Kutatasok azt bizonyitjak, hogy az A fehérje szinte teljes mértékben gatolja az IgG
hogy az IgG aggregacio gatlas nem csak a ligandumkotés kovetkeztében javuld konformacios
stabilitasnak koszonhetd, hanem a fokozott kolloidalis stabilitasnak is, amelyet az IgG egy
aggregaciora hajlamos helyének blokkolésa biztosit (Zhang and Topp, 2012b, 2012a).

A Protein A széles pH-tartomanyban (pH 2—11) stabil, és karbamid- és guanidinium-sok
denaturalo oldataival végzett kezelés utan Ujra felhasznalhato. A Protein A szorbensek tobb
ciklust tesznek lehetévé az antitestek megkotésére és eludlasara, ami javitja mitkodési
hatékonysagukat. Tovabba, mivel az A fehérje négy kitdhelyet tartalmaz, amelyek koziil kettd
egyidejiileg képes kolcsonhatdsba 1épni az immunglobulinok Fc részével, a Protein A
hordozokhoz vald kapcsoldsa egyszerii. Barmi legyen is a kapcsolasi eljaras kémiai természete,
a kapott Protein A konjugatum hatékonyan koti meg az antitesteket.

A Protein G nemcsak az antitestekhez, hanem az albuminhoz és az a2-makroglobulinhoz
is kotohelyeket mutat, amelyek a Protein-G alapt affinitastisztitast kovetden szennyeznék az
antitesteket. A Protein G azonban mar elérhetd genetikailag modositott formaban, a tovabbi

kotohelyek eltavolitasaval.
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A bakterialis Fc-receptorok antitestek tisztitasara valo alkalmazasanak korlatozéasa az
Ezért kisérleteket tettek a Protein A szerkezetének modositdsara, hogy olyan affinitési
ligandumokat kapjanak, amelyek enyhébb koriilményeket tesznek lehetévé az elucidhoz. Az
egyik ilyen probalkozas az igynevezett Protein Z genetikai manipulalasa, amely egy IgG-koto
domén szarmazék, az A fehérje B doménje alapjan. Az immunglobulinokhoz vald affinitas
csOkkenthetd, és az antitestek elualhatok 4 feletti pH-értéken (Huse, Bohme and Scholz, 2002).

A Protein A fehérjét affinitasi ligandként Sepharose- hoz kapcsoljak. A rekombinans
Protein A-t Gigy alakitottak ki, hogy tartalmazzon egy ciszteint a C- terminalis végén és ezzel
egypontos kapcsolodas érhetd el a Sepharose- hoz, minek altal a kotéképesség né (Handbooks
from GE Helathcare, 2007).

A HiTrap™ rProtein A FF, HiTrap Protein A HP és a HiTrap Protein G HP (Cytiva) olyan
oszlopok, melyeket affinitas kromatografidhoz terveztek, és kiillonbozd affinitds- matrixokkal
kombindlva gyors és egyszerli elvalasztast biztositanak. Az oszlopok 1, valamint 5 mL- s
térfogatban kaphatéak, melyeket monoklondlis és poliklondlis antitestek tisztitdsadhoz
fejlesztettek ki. Az oszlopok affintids alapja a Protein A, valamint Protein G kotddése az I1gG

A HiTrap oszlopok polipropilénbdl késziiltek melynek f6 jellemzdje, hogy
biokompatibilis anyag, valamint, hogy nem 1ép kolcsonhatasba biomolekulédkkal. A HiTrap
Protein A HP ¢és a HiTrap Protein G HP alapmatrixa Sepharose High Performance, melyhez a
Protein A és G ligandokat N- hidroxiszukcinimid aktivalasi modszerrel kapcsoljak. Az agardz
alapban a szénhidrat hidrofil tulajdonsadgaval kémiai szempontbol kedvezd koriilményeket
biztosit, mig a 34 um- es gomb alaku részecskék kivaldo kromatografids tulajdonsagot
eredményeznek.

Mindhérom oszlop esetében az 1gG- hez vald kotd kapacitds fiigg az immunoglobulin
forrasatol, az aramlasi sebességtdl, valamint a minta koncentracidjatol. Az oszlopok {6

tulajdonsagait a 1.2. tablazat tartalmazza.
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1.2. tablazat: A HiTrap rProtein A FF, HiTrap Protein A HP és HiTrap G Protein G HP oszlopok
f6bb tulajdonsagai (‘HiTrap rProtein A FF HiTrap Protein A HP HiTrap Protein G HP, AFFINITY
CHROMATOGRAPHY’, 2020).

Protein A (E. coli)

Tulajdonsde HiTrap rProtein A HiTrap Protein A HiTrap Protein G
FF HP HP
Oszlop térfogat I mL és 5 mL
, 0,7x2,5cm (1 mL)
Oszlop méret 1.6 x 2.5 cm (5 mL)
. Rekombinans . .
Ligand Protein A Protein G

Kot6 kapacitas

~35 mg human

~ 20 mg human

~ 25 mg human

IgG/mL gyanta IgG/mL gyanta IgG/mL gyanta
Szemcseméret ~90 pm ~34 pm ~34 pm
Keresztkotéses
Matrix agardz, 4%, Keresztkotéses Keresztkotéses
gdmbolyli agar6z, gdombolyl agar6z, gdombolyl

Javasolt aramlasi

Az 1 mL térfogatu oszlopnak 1 mL/perc, az 5 mL térfogatu

sebesség oszlopnak 5 mL/perc
Maximalis d&ramlasi Az 1 mL térfogatu oszlopnak 4 mL/perc, az 5 mL térfogatu

sebesség oszlopnak 20 mL/perc
Oszlop .

nyoméshatéra 0,3 MPa (5 bar, 70 psi)

pH stabilités 3-10 \ 2-10 \ 2-9
Téarolas 2-8°C, 20% etanol

1.5 A fehérjetisztitas fontossaga

Az elmult évtizedek soran a fehérjékkel kapcsolatos kutatdsok egyre kiemelkeddbb
szerepet kapnak a biotechnoldgiai iparban. Ez aldl a fehérjetisztitas sem jelent kivételt, hiszen
nagymértékben befolyasolja a fehérjek késobbi felhasznéldsat. A j6 mindségli fehérjék
jelentdséggel birnak a tovabbi szerkezetkutatdsban, valamint tovabbfejlesztésében. Mivel a
fehérjék osszetett szerkezetli molekuldk ezért konnyen befolyasoljak a kiils6 és belsd tényezdk
(pl. hdmérséklet, pH), mindazonaltal a tisztitasuk is kihivast jelent.

A fehérjetisztitds soran fontos, hogy megorizzék szerkezeti integritasukat, valamint
biologiai funkciojukat. Mindezek elérése érdekében egy olyan tisztitdsi stratégiat kell
kialakitani, ami 4ltal a legkevesebb 1épéssel megfeleld tisztasag, koncentracio, aktivitds és
hozam érhet6 el.

A tisztitds lényege, hogy megszabaduljunk a szennyezddésektdl, amelyek lehetnek
virusok, prionok, mas fehérjék, sejttenyészet stb., valamint kiilonb6z6 izoformék jelenlététol,
amelyek poszttranszlaciéos modosulasokbdl szarmazhatnak. Ezek a kontaminalé dolgok

nemcsak a tovabbi szerkezetkutatisokra lehetnek negativ hatdssal, hanem a késobbi
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felhasznalas soran is vesz€lyt jelenthet a felhasznalo szervezet szamdara (Labrou, 2014; Du et

al., 2022).
2 Eredeti hozzajarulas a ttmahoz

2.1 Kutatasi célok

Az elmult évek soran a monoklonalis antitestek terapias alkalmazasa nagy figyelmet kap
az orvostudomanyban hasznéalatos modszerek kozott. Ezeknek a terapidknak kdszonhetéen a
daganatos betegségben szenveddknek hatékonyabb és kevésbé toxikus eljarasokat nyujtanak.
Ebbdl az okbdl kifolyodlag az antitestek eldallitasa, illetve azok vizsgalata fénykorat éli a modern
biotechnologiai kutatasokban.

A Nivolumab antitestet 2014- ben az USA, majd 2015- ben az Eurdépai Unio is
engedélyeztette hat daganatos betegség (adjuvans ¢€s metasztatikus melanoma, fej-nyak
laphamsejtes karcindbma, nem kissejtes tiidorak, vesesejtes karcindma, urotelialis karcindma)
terapigjaként (Kiss, 2019).

Az antitestek eldallitasa soran nemcsak az upstream miiveletek képeznek kiemelkedd
fontossagot. A downstream miiveletek elengedhetetlenek ahhoz, hogy az eléallitott antitestrdl
megfeleld informacidhoz jussunk a tovabbi felhasznalasa érdekében. Ezek kozé a miiveletek
koz¢é tartozik a fehérjetisztitds, melynek célja az antitest elvalasztasa az 6t termeld sejteknek
tapanyagul szolgalod tapoldattol, illetve az egyéb kontaminald OsszetevOktdl, amelyek a
késobbiekben kihatassal lehetnek, mint a szerkezetére, mint az aktivitasara.

A TDK dolgozatom kutatasi cé€lja bioszimilaris Nivolumab monoklonalis antitestek
tisztitdisa FPLC- n. Az antitestek tisztitdsa HiTrap™ Protein A HP 1 mL- es kromatografias
oszlopon torténik, amelynek hasznalata soran optimalizaljuk a higitasi faktort, illetve az
aramlasi sebességet.

A tisztitast tapoldatbdl (késébbiekben feliilisz6), valamint sejtiilledékbdl (késdbbiekben
pellet) is végeztiik, illetve Osszefliggést allitottunk fel a kiilonbozd passzdzsszamu mintak
tisztitdsainak eredményei kozott. A kutatds sordn szintén mennyiségi és mindségi
Osszefliggéseket kerestiink a szekretalt, valamint a nem szekretalt antitestek kozott.

A kutatds els6é fazisdban eldszor a kotopuffert, valamint az eludldé puffert kell
elokésziteniink, amelyek a jelen emlitett oszlopnal 20 mM-os natrium-foszfat kotépuffer és 100
mM-os citrat-NaOH mosopuffer. Az FPLC 0,300 MPa nyoméshatarral rendelkezik, ezért a
térfogataramot is szabalyoznunk kell a tisztitas sikeressége érdekében. Ezen paraméterek mind

hozzajarulnak a tisztitas sikerességéhez.
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A feliiluszo, illetve a pellet mintakat kiilonb6z6 passzazsszamokbol valasztjuk ki. Négy
minta tisztitdsat végezziik el, amelyek passzalési ideje jol elkiilonithetd egymastol. A mintak
tisztitdsat ugyanazon optimalizalt protokollal végezziik el. Az utolsd passzdzsszami minta
esetében nem csak a tapoldatbol tisztitunk antitesteket, hanem a leiilepedett sejtekbdl is,
amelyhez elsé sorban arra van sziikségiink, hogy azokat a sejteket feltarjuk. Ezek utan az
feliiluszohoz hasonlo tisztitasi protokollal tisztitjuk a benne 1€v6 antitesteket.

A feliiluszobol és a pelletbdl kapott kromatogramokat 6sszehasonlitjuk, megfigyeljiik a
passzazsok kozotti Osszefliggéseket, eltéréseket.

Az antitest tisztitas sikerességének ellendrzésére kiilonboz6 modszereket alkalmazunk. A
tisztitast kovetden Qubit 2.0 fluorométer segitségével meghatarozzuk a kapott eludlt antitestek
eltérések vannak.

Ezt kdvetden az antitesteket méretbeli validalasnak vessiik ald. Ennek érdekében natrium
dodecil szulfat -poliakrilamid -gélelektroforézis (SDS- PAGE) moédszert alkalmazunk,
amelynek soran az elvalasztas kizardlag a molekula mérete szerint torténik fiiggetlentil annak
nativ toltésétdl és alakjatol. A vizsgalat alapjan megkaphatjuk a biNivolumab antitest konnyt
¢s nehéz lancanak méretét, valamint, hogy sikertiilt -e megtisztitani megfelelden a kontaminal6
anyagoktdl A molekulaméretet MALDI - TOF - MS miiszerrel is ellendrizziik, amely soran

meghatarozhato lesz a teljes molekulaméret is.
2.2 A kutatas modszertana

2.2.1 Nivolumab tisztitasa CHO sejtkulturabol HiTrap Protein A affinitas
kromatografias oszlopon

A kutatds soran hasznalt rekombinans bioszimilaris Nivolumab monoklondlis antitestet
CHO expresszios rendszerben allitottdk eld a Corax Bioneer munkatérsai, a ,,Monoklondlis
antitestek eldallitasi technologia fejlesztése” projekten beliil. A kiilonbozd passzazsokbol
szarmazo6 tapoldat, illetve sejt mintakat 4 °C -on taroltak a tisztitasi folyamatok kezdetéig. Az
antitest tisztitist AKTA FPLC (GE Healthcare) késziilékkel végeztiik, HiTrap™ Protein A HP
(Cytiva, LOT: 10334326) 1 mL -es affinitas kromatografias oszlopon.

A mintak elokészitése

A kutatashoz a Corax Bioneer korabbi kutatdsaibol szarmaz6 mintdkat hasznaltuk fel. A
passzazsszamok kivalasztasanal az volt a cél, hogy idében megfeleléen tavol legyenek
egymastol, igy a 10, 12, 17, valamint 21 -es passzazsszamu feliiluszo, illetve a 21 -es

passzazsszamu pelletet mintakat valasztottuk ki.
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A tapoldatot eldszOr atszlrtiik egy 0,22 um -es sziirOn, annak érdekében, hogy eltavolitsuk
a nagyobb méretli szennyez0 anyagokat. A kutatds elsé fazisaban meghataroztuk a mintak
higitasat annak érdekében, hogy megfeleld elucios cstcsot érjiink el. A mintdkat végiil
négyszeresen higitottuk foszfat puffer (PBS) segitségével 12 mL végtérfogatban (3 mL
mintadhoz 9 mL PBS puffer hozzaadasa).

A sejtekbdl szarmazo minta tisztitasdhoz eldszor fel kellett tarnunk a sejteket. Ehhez az
elsé 1épésben a sejteket 10 mL lizis pufferben (2,5 M NaCl, 0,1 M dinatrium EDTA, 0,01 M
Tris base, 0,2 M NaOH, 0,03408 M N-lauroylsarcozin natrium s6) oldottuk fel, majd
szonikaltuk a sejteket. A szonikalds (UP 200S Ultrasonic Processor, hielscher Ultrasound
Technology) 3 ciklusba tortént, melynek iddtartama 5 perc volt, 75% amplitudon, 0,5 cikulson.
A ciklusok kozott 5 perc pihentetési 1d0 telt el. A szonikalast kovetden a mintakat 500 rpm -en
16 percig centrifugaltuk, a feliiliszo6t 0,22 um -es szird segitségével atszirtilk, majd
négyszeresen higitottuk PBS puffer segitségével 12 mL végtérfogatban.

Az antitest tisztitasi folyamata

A tisztitas elsé 1épéseként el kellett késziteniink az AKTA FPLC (GE Healthcare,
UNICORN 5.11. szoftver) rendszerét. A pompdkat és a rendszert a fert6zések elkeriilése
érdekében 20% -os etil- alkohollal (C2HsOH), majd ezt kdvetden a semlegesités érdekében
ultrasteril vizzel (upH20) mostuk at. A rendszert manudlis beallitdssal 15 mL térfogattal, 3
mL/perc dramlasi térfogattal €¢s 0,3 MPa nyomads alatt mostuk at. Az oszlop felhelyezés utan azt
atmosasa 10 oszloptérfogatnyi (CV) 20% -os etil -alkohollal, valamint ultrasteril vizzel. Az
oszlop atmosasakor az aramlési sebességet csokkentettiik 0,75 mL/perc -re mivel, a 0,3 MPa
nyomashatart ezen az dramlasi sebességen tudta megtartani.

A tisztitds masodik 1épése a kotd puffer, valamint az eltcids puffer elkészitése volt. Kot
pufferként 0,02 M -os foszfat puffert, pH=7 (2.1. tdblazat), eluciés pufferként pedig 0,1 M -os
citrat puffert, pH= 3 (2.1. tdblazat), hasznéltunk. Az elkészitéshez sziikséges anyagokat
analitikai mérleg (KERN AEJ 200-4CM) segitségével mértiik ki. Az anyagok dsszemérése utan
mindkét puffer szdmara beallitottuk a megfeleld pH -t automata pH méré (ORION)
segitségével. Ezt kovetéen a pufferekbdl a nemkivanatos anyagokat egy 47 mm -es
membransziird (porafil CA LOT: CD300022) segitségével tavolitottuk. A szlirés utan a
puffereket szonikaltuk (VWR Ultrasonic Cleaner USC- TH) 15 percet, szobahdmérsekleten

(RT), annak érdekében, hogy az oldatokat kellden levegdmentesitsiik.
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2.1. tablazat: Tisztitas soran haszndlt pufferek elkeszitése

Puffer neve Sziikséges anyagok Mennyiség
1 L, 0,02 M foszfat puffer, pH= 7 HNa;PO4x 2H20O 2,056 g
(VWR LOT: 21F224111)
H>NaPOsx 2H>O 0,650 g
(VWR LOT:21F164116)
1 L,0,1 M citrat puffer, pH= 3 CcH7NaO7 2,759 ¢
(Alfa Aesar LOT: F12V010)
CsHsO7 17,410 g
(Thermo Scientific LOT:
110450010)
100 mL, 1 M Tris - HCI, pH= 10 Tris - base 12,110 g
(VWR LOT: 19J104114)

A tisztitas harmadik Iépése volt a minta felvitele. A mintat el6szor egy 10 mL -es loopba
injektaltuk be majd ezt kovetden keriilt az oszlopra. Az UNICORN™ szoftver segitségével egy
tisztitasi protokollt hoztunk 1étre, mely mind az 6t tisztitds soran ugyanaz volt (2.2. tdblazat). A
rendszer 2 mL kot6 pufferrel egyenlitettiik ki majd 10 mL mintat injektaltunk ra. Ezt kovetéen
az oszlopot 10 mL kdtOpufferrel mostuk at, a nem koté komponensek eltavolitasa érdekében. A
kovetkezd 1épés az ellicio volt, amikor B pumpa 100% -on miikodott és az oszlopot 5 mL elticios
pufferrel mostuk, a tisztitott antitest eludlasa érdekében. Az utolsé 1€pés az oszlop regeneralasa
volt 10 mL kotdpufferrel. A tisztitdst 0,3 MPa nyomashatar beallitasa mellett 0,75 mL/perc
aramlasi sebességgel végeztiikk (2.2. tablazat). Az antitestek tisztitadsi folyamatat UV/VIS
detektor (UV-900) segitségével kovettiik 280 nm -en.

2.2. tablazat: A tisztitas soran hasznalt program leirdsa

Aramlasi sebesség (mL/perc) 0,75
Oszlop nyoméashatar (MPa) 0,300
Oszlop kiegyenlitése (mL) 2,00

Minta injektalasa (mL) 10,00
Nem kotdddé komponensek 10,00
lemosésa (mL)
B pompa miikédése (%B) 100,00
Eltci6 (mL) 5,00
Oszlop regeneraldsa (mL) 5,00
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Az eludlt frakciokat 1 mL térfogatban gytijtottiikk 6ssze, amelynek pH -jat 1 M Tris- HCI,
pH= 10 oldattal semlegesitettiink (2.1. tablazat). A mintahoz 1:5 aranyban tettiik hozza a puffert.

erer

crer

le. Az els6 lépésben a munkaoldatot kellett elOkésziteniink, amelyhez 1:200 aranyban
higitottunk Qubit™ reagenst €s Qubit™ puffert. Ezt kdvetéen 1 pL mintdhoz 199 uL
munkaoldatot adtunk, majd vortexeltiik 2-3 percet és inkubaltuk szobahdmérsékleten 2 percig.

e yey

feldolgozasahoz Excel tablazatkezeld feliiletet hasznaltunk.

2.2.2 A tisztitott bioszimilaris Nivolumab molekula méretének
meghatarozasa

SDS - PAGE
A minték tisztitasa utan azok méret validalasat natrium dodecil szulfat poliakrilamid

gélelektroforézis (SDS - PAGE) modszer segitségével végeztik el. Ez egy olyan
gélelektroforetikus modszer, amely soran az elvalasztas csak a molekula mérete alapjan zajlik.

Minden mintat 6x Laemmli pufferrel (6x LB) kezeltiink, melynek Osszetétele: 375 mM
Tris.HCI, pH 6.8 9% SDS, 50% Glicerol, 0.03% Bromofenol kék (50 pL mintdhoz 10 pL
festéket tettiink), a denaturdlds 98°C -on tortént 5 percig €s 10 uL mennyiségben vittiik fel a
gélre. A molekulasuly létrat (Termo Scientific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder)
4 pL térfogatban hasznaltuk.

A mintdk szétvalasztasa 15% -os futtatd gélen tortént (2.3. tdbladzat) Mini Protean
elektroforézis kadban, PowerPac Basic tapegységgel (BIO - RAD). A gélen valo futtatas 30
perc 90 V -on, majd 1 6ra 120 V -on tortént.

A gél eldhivasara Coomassie Brilliant Blue (0,2% Coomassie Blue, 7,5% ecetsav, 50%
etanol) oldatot hasznaltunk, amelyet razattunk 30 percen keresztiil, majd festéktelenitd oldatba
helyeztiik és ismét 30 percet razattuk.

Az antitest nehéz, valamint konnyii ldncéanak elméleti molekulaméretét ProtParam Tool -
Expasy' online program segitségével hataroztuk meg, amelyhez a sziikséges aminosav

szekvenciat a KEGG DRUG? weboldal hasznalataval kerestiik meg.

! ProtParam Tool- Expasy weboldal: https://web.expasy.org/protparam/ letdltés datuma: 2024.02.14
2 KEGG DRUG Nivolumab aminosav szekvencia weboldal: https:/www.genome.jp/dbget-
bin/www_bget?D10316 letdltés datuma: 2024.02.14
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2.3. tabléazat: 15% -o0s SDS - PAGE -hez hasznalt futtato, valamint 6% -os koncentrdlé gél dsszetétele

Osszetevok 15% -os futtatd gél | 6% -os koncentrald gél

40%-os biszakrilamid oldat
6 mL 1,5 mL

(Thermo scientific LOT: Y091500)

1,5 M Tris- HCI oldat, pH 8,8 4 mL -
0,5 M Tris- HCI oldat, pH 6,8 - 2,5 mL
10% -os SDS oldat

160 pL. 100 pL.

(Sigma Aldrich LOT:090M0108V)

Tetrametil -etilén -diamin
(TEMED) 16 uL 10 uL
(SIGMA LOT: BCBD9391V)

10% ammonium -perszulfat

(APS) 160 uL 100 uL
(SIGMA LOT: 105K0700)
Ultrasteril viz 5,7 mL 5,8 mL

MALDI - TOF - MS
A kovetkezd 1épésben MALDI - TOF Biotyper (BRUKER DALTONCS) segitségével
is meghataroztuk a tisztitott antitest molekulaméretét. A vizsgalat soran o -ciano -4 -
hidroxifahéjsavat (HCCA) hasznaltunk matrixként, a szolvens Osszetétele: 50% acetonitril,
47,5% upH20 és 2,5% trifluorecetsav. 5 uL mintahoz 5 pL matrixot adtunk hozza, majd azt
rahelyezve a targetre vartuk, hogy az kristalyosodjon. Ezt kovetden 98% -os 1€zer intenzitason,
12000-157000 Da molekuléris tartomanyban, linedris modban, 2698 V -on hataroztuk meg a

molekulatomeget.
23 Eredmények

Kutatasunk soran biNivolumab antitestet tisztitottunk Protein A affinitds kromatografias

modszerrel AKTA FPLC rendszeren. A tisztitast 280 nm hullamhosszon kovettiik, ezen

crer

meghataroztuk meg. Az utols6 1épésben a méret validalast MALDI- TOF- MS és SDS- PAGE

modszerekkel végeztiik.

2.3.1 Antitest tisztitasa affinitas kromatografias modszerrel

crer

Ossze. A tisztitott mintdkat 1 mL térfogatban szedtiikk le. Az elsd, nevezetesen a 10 -es
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passzazsbol szarmaz6 mintaban tobbszords tisztitasi kisérlet utan sem talaltunk antitestet. A

masik harom: 12, 17 és 21 -es passzazsokbol szarmazo mintdkban viszont mar megtortént az

antitest termelés, amelyeket az eliicids csticsok igazolnak.

A 2.4. tablazat foglalja 6ssze a tisztitas sordn kapott elualasi csticsok magassagat, valamint

azok tertileteit. A tapoldatbol tisztitott mintak csucsait Osszehasonlitottuk, majd széazalékos

novekedést szamoltunk, viszonyitva a 12 -es mintaé¢hoz.

2.4. tablazat: Kiilonbozd passzazsszamu mintak csucs magassdga, csucs alatti teriilete, valamint
a mintadk csucs alatti teriiletének szazalékos novekedése, viszonyitva a 12 -es mintahoz

) A csucs alatti teriilet szazalékos
Cstucsmagassag | Csucs alatti teriilet
Minta novekedés a 12 -es mintahoz
(mAU) (mAU*mL) )
viszonyitva (%)

12 182,29 38,62 -
17 211,74 54,75 + 41,68
21 247,96 67,75 + 75,63

21 pellet 139,69 37,97 -

A 12 -es passzazsbol szarmazo tisztitott antitestet eliicids csicsmagassidga 182,29 mAU

volt, a cstics alatti teriilet pedig 38,62 mAU*mL volt (2.1. dbra).

A 17 -es passzazsbol szarmazo6 tisztitott antitest csucsmagassaga az el6z6hez képest 29,45

mAU -val lett a csticsalatti teriilet pedig 41,68% -al (54,72 mAU*mL) novekedett (2.1. 4bra).

Az utolso6 21 -es passzazsszam tisztitott antitestbdl szarmazo elicids csicsmagassaga az

el6z6hoz képest 36,22 mAU -val novekedett és a csucsalatti teriilete pedig 23,89% -al lett

nagyobb (67,83 mAU*mL) (2.1. édbra). A 21 -es minta elicios teriilete a 12 -eshez képest
75,63% -al novekedett.
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300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

Abszorbancia 280 nm (mAU)

50,00

Cstcsmagassag
Passzazs 12: 182,29 mAU
Passzazs 17: 211,74 mAU
Passzazs 21: 247,96 mAU

Teriilet
Passzazs 12: 38,62 mAU*mL
’\ Passzazs 17

54,75 mAU*mL
Passzazs 21: 67,83 mAU*mL

27,00

27,86 28,73

29,60 30.46 32,20

Térfogat (mL)

2.1. abra: A 12 -es (kék folytonos vonal), 17 -es (narancs kisebb szaggatott vonal) és 21 -es (z6ld
nagyobb szaggatott vonal) elucios csucsainak dsszehasonlitasa

A 21 -es minta feltart sejtjeibdl tisztitott minta esetében lényegesen kisebb elicids csucsot

kaptunk, mint annak tapoldatabdl tisztitott mintabol. Az eliicids csiicsmagassag 139,69 mAU

volt és a csucs alatti teriilet pedig 37,97 mAU*mL (2.2. abra). Az eredmények alapjan a

sejtekbol feltart tisztitott antitestek csucs alatti teriilete 44,03% -kal kisebb, mint a tapoldatbol

tisztitott antitesteké.

300.00
250.00
200.00
150.00

100.00

Abszorbancia 220 nm (mAU)

50.00

27.00

-50.00

Cstucsmagassag
21 Pellet: 139,69 mAU
21 Feliiluszo: 247,96 mAU

27.86 28.73

' Teriilet

,| 21 Pell'et: ;»7,_97_11]_.3&15*{1}1_

| \ 21 Feliiluszo: 67,83 mAU*mL
1\

1 !

1

/ N
\~ _
— s ™ e e =
29.60 30.46 31.33 32.20
Térfogat (mL)

2.2. abra: A 21- es passzazsszamu minta extra- és intracellularis mAb tisztitasanak
kromatogramjainak ésszehasonlitasa

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a passzazsok novekedésével az

antitest termelés is

egyenesen

aranyosan

novekedik. A termel6dott antitest

koncentracionovekedését késdbbiekben a Qubit 2.0 fluorométerrel végzett koncentraciomérés

is bizonyitott.

30



A bioszimilaris Nivolumab antitest koncentracio meghatarozasa

Az antitest tisztitasa soran meghataroztuk a csucs alatti teriiletet. A szamitott teriilet a

koncentraciéval volt ardanyos. Annak érdekében, hogy a tisztitott antitest koncentraciot

pontosabban meghatarozzuk Qubit 2.0 fluorométert hasznaltuk.

2.5. tablazat: A Qubit 2.0 fluorométer segitségével kapott koncentracio értékek, valamint azok
szazalékos novekedése

Minta Koncentréacio Szazalékos novekedés a 12 -es
(ng/mL) mintahoz viszonyitva (%)
12 71,80 £ 0,52 -
17 80,80 + 0,40 +13 £0,56
21 97,87 £0,23 +36 £ 0,32
21 pellet 65,47 £ 0,83 -

A 2.5. tablazat: A Qubit 2.0 fluorométer segitségével kapott koncentracio értékek, valamint

valamint a termel6dott antitestek szazalékos novekedését. A 17 -es passzazsszamu tisztitott

minta esetében a koncentracio mértéke 13 % -kal nétt az eldz6hoz képest. Az utolsod

passzazsbol szarmazo tisztitott antitest koncentracidja a 12 -eshez képest 36% -al novekedett

(2.3. abra).

110.00
100.00
90.00
80.00

70.00

Koncentriacio (j1g/mL)

60.00

50.00

Passzazs

2.3. abra: A biNivolumab koncentrdcioja a passzazsokban

A kapott eredmények igazoltdk, hogy ahogy novekszik a passzazsszam gy ndvekszik a

termelddott biNivolumab antitest koncentracioja is.
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2.4. abra: A 21 -es passzazsszamu feliiluszo és pelletmintak mAB koncentrdcidja

A sejtekbdl (pellet) tisztitott antitestek koncentracidja 65,47 pg/mL volt, amely 33,11% -

al kevesebb mint a tapoldatbol tisztitott antitestek koncentracidja (2.4. abra).

2.3.2 A tisztitott bioszimilaris Nivolumab antitest méretének validalasa

SDS - PAGE

Az SDS - PAGE elvégzése soran az antitest denaturalodik és kiilonvalik a nehéz, valamint
konnyl lanca. A vizsgalat soran megbizonyosodtunk arrél, hogy a biNivolumab antitestet
sikeriilt megtisztitanunk a kontaminal6 anyagoktol.

A gélre felvittiik a kiilonb6zd passzazsokbdl szdrmazé tisztitott mintdkat, amelyekhez
elozetesen adtunk mintakezeld puffert, valamint hokezeltik. A gélkép elGhivasa utan
azonositottuk a konnyl, valamint nehéz lancokat. Mind a négy esetben megtortént a
denaturalodas és a lancok elkiiloniiltek egymastol. A harom feliiluszobodl tisztitott minta
esetében jol lathato a 23,373 kDa -os konnyti lanc, valamint a 48,452 kDa -os nehéz lanc (2.5.
abra). A megjelend savok az antitest koncentraciojardl is informaciét adnak, mivel a sdvok
vastagsaga egyenesen aranyos a koncentracié mértékével. Ez esetben is igazolhat6 a termelt

antitest koncentracid novekedése.
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260kDa ——
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Nehéz lanc
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40kDa —
35kDa —
HE Konnyi ldnc

(23.373 kDa)
15kDa —
10kDa ——

2.5. abra: A biNivolumab antitest SDS-PAGE gélképe M: molekulalétra (Termo Scientific Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder), 1: 12 -es passzazs, 2: 17 -es passzazs, 3: 21 -es passzazs, 4:
a 21 -es passzazsbol feltart sejtekbdl szarmazo tisztitott antitest

A feltart sejtekbdl tisztitott minta esetében is lathatd a nehéz, valamint a konnyli lanc
jelenléte, viszont mivel a koncentracid kisebb, mint a feliiluszok esetében ennek megfeleléen a
megjelend savok is halvanyabbak.

MALDI - TOF - MS

A méretének meghatarozdséhoz MALDI-TOF-MS mérést végeztiink. A mérés soran
HCCA matrixot alkalmaztunk. Az ionizacid soran harom cstcsot figyelhettiink meg, a
passzazsok szerinti tomeg/toltés (m/z) értekeit a 2.6. tdblazat tartalmazza . Az elsé csucs mind
a négy minta esetében 48800 m/z érték folott volt, amely a biNivolumab antitest haromszoros
toltésének ([M+3H]*") felel meg. A mésodik cstics £ 73000 m/z értékii, amely az antitest
kétszeres toltésének ([M+2H]*") felel meg. Végiil a harmadik cstics 147000 m/z érték feletti,
amely a molekula egyszeres toltésének, a teljes molekula méretének felel meg (2.6 abra). A
standard deviaci6 érteke a 12, 17 és 21 -es passzazsszamu mintak esetében az 1. csucsnal £19,25

m/z, a masodik csticsndl £59,94 m/z, a harmadik csucsnal pedig £29,35 m/z.
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2.6. tablazat: MALDI- TOF- MS miiszer segitségével meghatdarozott m/z értékek a kiilonbozo
passzdazsszamu mintdakban.

Minta 1. csucs (m/z) 2. csucs (m/z) 3. cstcs (m/z)
12 -es passzazs 48866,359 73349,883 147220,185
17 -es passzazs 48899,736 73453,022 147205,210
21 -es passzazs 48899,736 73453,022 147249,179
21 -es passzazs

48904,311 73384,917 147692,284

pellet

Referencia Nivo 48895,533 73191,214 146882,974
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2.6 abra: A 21. passzazsbol tisztitott mAb MALDI- TOF- MS tomegspektrogramja

A kapott molekulaméretek alapjan igazoltuk, hogy tisztitds sordn a biNivolumab antitestet

tisztitottuk meg.

3 Kovetkeztetések

Kutatasunk sordn bioszimilaris Nivolumab monoklonalis antitest tisztitdsat végeztiik

HiTrap™ Protein A affinitds kromatografias médszerrel AKTA FPLC rendszer segitségével. A

Nivolumab antitestet CHO expresszios rendszerben volt termeltetve, a tisztitdshoz pedig négy

iddben elkiiloniild passzdzsszdmu minta tdpoldatat hasznaltuk fel és az utolsd mintanak pedig

feltarast kovetden a sejtekbdl is tisztitottunk antitestet.
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A tisztitas soran a mintak elicids csucsat hasonlitottuk ossze. A 10 -es passzdzsszamu
mintadban nem talaltunk antitestet. A mésik harom mintdbdl tisztitott antitestek csucsainak
terlileteit Osszehasonlitottuk diagramok segitségével. A kapott eredmények alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a passzazsszamok novekedésével az antitest termelddés is novekedik.
Ezt Az allitast a Qubit 2.0 fluorométerrel mért antitest koncentraciok tamasztottak ala. A mérés
soran a 12. passzazsszamu mintaban a biNivolumab antitest koncentracidja 71,80 pg/mL volt,
ehhez képest a 17 -esé 13% -kal, a 21 -esé pedig 36% -kal novekedett.

A sejtekbol feltart tisztitott biNivolumab csucs alatti teriilete 55,97% -kal lett kisebb,
mint a tapoldatbdl tisztitott antitestek elucios teriilete. Ezek szerint extracelluldrisan is
termelddott antitest, viszont fele annyi, mint inracelluldrisan. A koncentracié meghatarozasa is
alatamasztja ezt az 4llitast, hiszen a sejtekbdl feltart tisztitott minta esetében a tisztitott antitest
koncentracidja 65,47 pg/mL volt, amely 66,89% -al kevesebb mint a tapoldatbol tisztitott
antitestek koncentracioja.

A kutatas tovabbi részében a tisztitott Nivolumab mAb méretének validalasa tortént,
melynek sordn megbizonyosodtunk arrél, hogy az emlitett antitestet sikeriilt megtisztitani,
valamint, hogy megszabadultunk -e a kontaminal6 anyagoktol.

Els6 sorban SDS - PAGE modszert alkalmaztunk, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy az
antitestet tisztan eludltuk. Mind a négy esetben megtortént a denaturaldédas és a lancok
elkiiloniiltek egymdstol. A harom feliiliszobdl tisztitott minta esetében jol lathatoé a 23,373
kDa- os konnyti lanc, valamint a 48,452 kDa- os nehéz lanc. A megjelend savok az antitest
koncentraciojardl is informaciot adnak, mivel a sdvok vastagsaga egyenesen aranyos a
koncentraci6 mértékével. Ez esetben is igazolhat6 a termelt antitest koncentracid ndvekedése.

A pellet esetében mivel kisebb a koncentracio jelentdsen halvanyabbak a megjelend
savok, viszont itt is elkiilonithetd a nehéz, valamint a konnyt lanc.

Azutols6 vizsgalat soran MALDI - TOF - MS miiszert hasznaltunk az antitest méretének
meghatarozasdhoz. Az elsd csucs 48904,311 m/z értekili, amely a Nivolumab antitest nehéz
lancéanak (HC), 48,904 kDa- nak felel meg. A masodik csucs 73384,917 m/z értékii, amely az
antitest egy nehéz és egy konnyli lancanak, 73,384 kDa- nak felel meg. Végiil a harmadik csucs
az egész antitest molekulaméretének felel meg, amely 147,69 kDa méreti. A kapott
molekulaméretek alapjan igazoltuk, hogy tisztitas soran a Nivolumab antitestet tisztitottuk meg.

Osszegezve kijelenthetjiik, hogy a Nivolumab antitest tisztitaisa HiTrap™ Protein A HP
affinitds kromatografids oszlopon sikeres volt. Az eredményekbdl kideriilt, hogy a

passzazsszam novelésével az antitest termelddés is ndvekedett.
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Jovobeli terveink kozé tartozik, hogy az antitestet toltése alapjan valo elvalasztdsanak

vizsgalata Nativ - PAGE moddszer segitségével, valamint HPLC késziiléken vizsgalni az antitest

crer

4 Koszonetnyilvanitas

EzGton szeretném megkdszonni a Sapientia Erdélyi Magyar Tudomdanyegyetem
Biomérnoki Tanszékének, valamint a Corax Bioneer csapatanak a laborban biztositott helyért,
miuszerekért, felhasznalt eszkozokért, valamint a segitségért, amely hozzajarul a kutatasom

kivitelezéséhez és a dolgozatom elkészitéséhez.

36



5 TIrodalomjegyzék

Bayer, V. (2019) ‘An Overview of Monoclonal Antibodies’, Seminars in Oncology
Nursing, 35(5). Available at: https://doi.org/10.1016/j.soncn.2019.08.006.

Bhatia, S. (2018) ‘History, scope and development of biotechnology’, in Introduction to
Pharmaceutical Biotechnology, Volume 1. 10P Publishing, pp. 1-61. Available at:
https://doi.org/10.1088/978-0-7503-1299-8ch1.

Bianchini, R. et al. (2020) ‘The role of IgG4 in the fine tuning of tolerance in ige-mediated
allergy and cancer’, International Journal of Molecular Sciences, 21(14), pp. 1-15. Available
at: https://doi.org/10.3390/ijms21145017.

Brahmer, J.R., Hammers, H. and Lipson, E.J. (2015) ‘Nivolumab: Targeting PD-1 to
bolster antitumor immunity’, Future Oncology, 11(9), pp. 1307-1326. Available at:
https://doi.org/10.2217/fon.15.52.

Cytiva (2020) ‘Capto S Capto Q Capto DEAE - Ion exchange resins’, Cytiva [Preprint].
Available at: https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-14017-original
(Accessed: 11 February 2024).

Davies, A.M. and Sutton, B.J. (2015) ‘Human IgG4: A structural perspective’,
Immunological Reviews, 268(1), pp. 139—159. Available at: https://doi.org/10.1111/imr.12349.

Denizli, A. (2011) ‘Purification of Antibodies by Affinity Chromatography’, Hacettepe J.
Biol. & Chem., 39(1), pp. 1-18.

Du, M. et al. (2022) ‘Progress, applications, challenges and prospects of protein
purification technology’, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. Frontiers Media S.A.
Available at: https://doi.org/10.3389/fbioe.2022.1028691.

Handbooks from Amersham Biosciences (1991) lon exchange chromatography :
principles and methods. Pharmacia LKB Biotechnology.

Handbooks from GE Healthcare (2007) Gel filtration Principles and Methods. GE
Healthcare Bio- Science AB. Available at:
http://josephgroup.ucsd.edu/Protocols/ AKTA/Gel%20Filtration.pdf (Accessed: 12 February
2024).

Handbooks from GE Helathcare (2007) Affinity Chromatography Principles and Methods.
GE Heltcare. Available at:
https://b3p.it.helsinki.fi/download/GE Protein Purification Handbooks/Affinity Chromatogr
aphy Handbook.pdf (Accessed: 12 February 2024).

Hegyi Gyorgy (2013) ‘Kromatografias modszerek’, in Hegyi Gyorgy et al. (eds) Bevezetés
a biokémiaba gyakorlati jegyzet. ELTE TTK, pp. 64-79. Available at: http://www.renderx.com/.

Cytiva (2020) ‘HiTrap rProtein A FF HiTrap Protein A HP HiTrap Protein G HP- Affinity
chromatography’, Cytiva [Preprint]. Available at:
https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-13703-pdf (Accessed: 9 March
2024).

Huse, K., Bohme, H.J. and Scholz, G.H. (2002) ‘Purification of antibodies by affinity
chromatography’, Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 51(3), pp. 217-231.
Available at: https://doi.org/10.1016/S0165-022X(02)00017-9.

Instrument managemaent handbook (2021) lon exchange chromatography- Principles and
methods. Cytiva. Available at: https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-
13101-pdf? gl=1*4jw3zo* gcl au*MTg3MTUzOTI20C4xNzA3NzM40Tgx (Accessed: 12
February 2024).

37



Instrument management handbook (2020) AKTA Laboratory-scale Chromatography
Systems. Cytiva. Available at: https://cdn.cytivalifesciences.com/api/public/content/digi-
16189-pdf (Accessed: 12 February 2024).

Kiss, E. (2019) ‘Immunologia ujabb lehetdségei az onkologiai terapidban’, Central
European Journal of Gastroenterology and Hepatology, 5(2), pp. 68—73. Available at:
https://doi.org/10.33570/ceujgh.5.2.68.

Labrou, N.E. (2014) ‘Protein purifi cation: An overview’, Methods in Molecular Biology,
1129, pp. 3—10. Available at: https://doi.org/10.1007/978-1-62703-977-2_1.

LaFleur, M.W. et al. (2018) ‘Inhibitors of the PD-1 Pathway in Tumor Therapy’, The
Journal of Immunology, 200(2), pp. 375-383. Available at:
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1701044.

Madadlou, A., O’Sullivan, S. and Sheehan, D. (2011) ‘Fast Protein Liquid
Chromatography’, Methods in Molecular Biology, 681, pp. 439-447. Available at:
https://doi.org/10.1007/978-1-60761-913-0 25.

Patsoukis, N. et al. (2020) ‘Revisiting the PD-1 pathway’, Science Advances, 6(38), pp. 1—
13. Available at: https://doi.org/10.1126/sciadv.abd2712.

Riella, L. V. et al. (2012) ‘Role of the PD-1 Pathway in the Immune Response’, American
Journal of Transplantation, 12(10), pp- 2575-2587. Available at:
https://doi.org/10.1111/J.1600-6143.2012.04224.X.

Tibor Bakécs, Marcell Szasz A. and Magdolna Dank (2018) ‘Az immunellendrzd pontok
gatlasa alacsony dozisban ¢és hatékony lehetdéség az eldrehaladott 4ttétes daganatok
kezelésében’, Nogyogyaszati Onkologia, 23, pp. 16-24.

Viktoria Fésiis (2017) ‘Az immunolédgia Gjdonséagai a szolid tumorok és a hematologiai
daganatok kezelésében - az immunellendrzOpont gatlok’, Magyar Onkoldgia, 61, pp. 116—-125.

Wang, C. et al. (2014) ‘In vitro characterization of the anti-PD-1 antibody nivolumab,
BMS-936558, and in vivo toxicology in non-human primates’, Cancer immunology research,
2(9), pp. 846—856. Available at: https://doi.org/10.1158/2326-6066.CIR-14-0040.

Zahavi, D. and Weiner, L. (2020) ‘Monoclonal antibodies in cancer therapy’, Antibodies,
9(3), pp. 1-20. Available at: https://doi.org/10.3390/antib9030034.

Zhang, J. and Topp, E.M. (2012a) ‘Protein G, protein A and protein A-derived peptides
inhibit the agitation induced aggregation of IgG’, Molecular Pharmaceutics, 9(3), pp. 622—628.
Available at: https://doi.org/10.1021/mp200548x.

Zhang, J. and Topp, E.M. (2012b) ‘Protein G, protein A and protein A-derived peptides
inhibit the agitation induced aggregation of [gG’, Molecular Pharmaceutics, 9(3), pp. 622—628.
Available at: https://doi.org/10.1021/mp200548x.

38



