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1. Bevezeto
1.1. Monoklonalis antitestek

Az antitesteket el6szor 1890-ben irta le Behring és Shibasaburo a diftéria
allatmodeljeivel kapcsolatos munkajukban, akkoriba Ugy velték, hogy az antitestek vérben
talalhato semlegesité anyagok. Viszont a kovetkezd évszazad alatt, rengeteg fontos eldrelépés
tortént az antitestek rakterapids szerként torténd felhasznalasara. Heidelberg és Avery
azonositotta az antitesteket olyan fehérjékként, amelyek képesek felismerni specifikus
antigéneket és 1974-ben Astrid Fagraeus bebizonyitotta, hogy az antitesteket az adaptiv
immunrendszer B-sejtjei termelik. A késébbiekben Sir Gustav Nossal altal felvetédott a
klonalis szelekcios elmélet, amelyet sikeresen bizonyitott is, és amely alapjan egyetlen B-sejt
klon egy specifikus antitestet termel. Ez alapjan, megfogalmazhatjuk, hogy a monoklonalis
antitestek egyedi B-sejt klonjai altal termelt antitestek, rdadasul mindegyik egy epitopként
ismert antigén specifikus részeihez kotddik (Zahavi és Weiner 2020). Manapsag mar
elmondhat6, hogy monoklonalis antitesteket irnak fel terapids célra rék, vagy autoimmun
rendellenességek kezelésére is. Az elmult két évtized soran a monoklonalis antitestek a human
terapiak leggyorsabban novekvé osztalyava valtak (Bottinger és mtsai. 2022). Annak
érdekében, hogy jobban megértsiik, a monoklonalis antitestek miikodését a rakterapiakban,

szlikséges ismerniink a szerkezetiiket, hatasmechanizmusukat és klinikai felhasznalasukat.
1.1.1. Antitestek strukturaja és funkcidja

A gerincesek adaptiv immunrendszere a potencialis korokozdk széles skalajaval
szemben képes valaszreakciot kiépiteni. Ebbél adoddan, kritikus fontossaguak az antitestek,
amelyek nagy affinitassal és specificitassal rendelkez6 molekularis mintak sokféle készletének
felismerésére specializalédtak. Ez a természetes szerep az idegen részecskék elleni
védekezésben az antitesteket egyre népszeriibb valasztassa teszi a terapias fejlesztés soran
(Ruffolo, Sulam, és Gray 2022).

Az antitestek nagyméretii glikoproteinek, amelyek az immunglobulinok (Ig)
szupercsaladjaba tartoznak és szereplik az immunrendszerben az idegen antigenek felismerese,
semlegesitése €s tovabbi immunvalasz kivaltasa. Alapszerkezetiik két nehéz és két konnyii
lancbol all, amelyek Y alaktiak. Az Y mindegyik csucsan talalhatd egy antigénkotd rész,
amelynek feladata a specifikus antigén felismerése. Az Y-struktira aljan talalhatd fragmens

kristalyosithato régid, amely kodlcsdnhatasokat kdzvetit az antitest és az immunrendszer mas



tagjai kozott (Zahavi és Weiner 2020). Az 1-es &bran lathatd az antitestmolekula hadrom
funkcionalis komponense, a két antigénkoté domén (Fab) és a kristalyosithaté (Fc) domén, ahol
a két Fab egy csuklérégioval kapcsolodik az Fc-hez, amely lehet6vé teszi az Fab domének
nagyfoku konformaécidjat. Emellett az abran z61d szinnel vannak elkiilonitve a konnyii lancok,
ciankék szinnel pedig a nehéz lancok. A glikdn narancssarga-, mig a diszulfidhidak sarga
szinnel vannak jel6lve (Chiu és mtsai. 2019).

1. &bra Immunoglobulin struktiraja, zold szinnel a konnyii lancok-, ciankék szinnel a nehéz lancok

lathatdak. Glikan narancssarga-, a diszulfidhidak sarga sziniiek (Chiu és mtsai. 2019).

Az antitest kristalyosithatd régioit az immunsejtek tobbségében megtaldlhatd Fc
receptorok ismerik fel. A nehéz lanc tipusa alapjan az antitestek Ot kiilonb6z6 osztalyba
sorolhatdk: 1gA, IgD, IgE, 1gG és IgM. Az IgG az antitestterapiaban leggyakrabban hasznalt
forma, mivel az 1gG-k kdlcsdnhatasba lépnek a hozzajuk kapcsolodd FcR-tipussal, az FcyR-
rel, amely a természetes OlOsejteken, valamint a neutrofileken, monocitdkon, dendritikus
sejteken és eozinofileken talalhat6. A feladata, hogy specialis funkciokat kozvetit, példanak
okéert, az antitest-fliggd sejtes citotoxicitast és komplementfiiggd citotoxicitast. Az IgG
osztalyt tovabbi alakokra lehet osztani az Fc regio azon képessége alapjan, hogy elésegiti-e
ezeket a funkciokat: 1gGl és IgG3 antitest-fliggd citotoxicitast és komplementfiiggd
citotoxicitast valtanak ki, mig az 19gG2 és 1gG4 nem valtanak ki hasonlé funkcidkat (Zahavi és
Weiner 2020). A tovabbiakban a monoklonalis antitestek eléallitasat szeretnénk targyalni, azon
belll a klinikai felhasznalasukat, illetve a tumor terapiaban betoltott szerepiiket, alkalmazasukat

és fontossagukat. Ezt kovetden, a kutatasunkban f6 szerepet jatszd Nivolumab monoklonalis



antitest bemutatdsat olvashatjuk, illetve az irodalmi attekint6 végén a monoklonalis

ellenanyagok emlds sejtekbe torténd expresszidjat mutatjuk be.
1.2. Monoklonalis ellenanyagok eléallitasa

A monoklonalis ellenanyagok eldallitasara szolgald modszereket eloszor Schwaber
azonositotta 1973-ban, viszont ennek ellenére els6ként Kohler és Milstein alkalmazta az
emberbdl szdrmazd hibridomdk létrehozasara, amelyek azota is a terdpids antitestek
eldallitasanak az alapjat képezik. Nemsokkal a hibridomak felfedezése utan elkezdddott a
monoklonalis ellenanyagok rak kezelésére valo alkalmazasanak széles korti kutatasa (Bottinger
és mtsai. 2022). Ebbdl adododan, az antitestek elballitasara tobb technikat is kidolgoztak, mint
példaul az egérben-hibriddma sejtek létrehozéasaval; a genetikailag mddositott egérben—kiméra
antitestek termelése; vagy a ,,fag display” technika—maodositott human antitestek Iétrehozésara
(Katona és mtsai. 2017).

A hibridoma olyan immortalizalt rakos szovetbdl szarmazo sejt, amely korlatlanul képes
szaporodni, emellett mieléma sejt, amely korlatlan osztddast biztosit és immunizalt egér Iépsejt
izolalt lépsejteket a mieléma sejtekkel faziondltatjak. A létrehozott hibridéma sejteket
felszaporitjak és az altaluk termelt antitesteket a tapfolyadékbol kinyerik (Mattiuzzi és Lippi
2019). Ezt a modszert elsésorban diagnosztikai célokra alkalmazzak, terapias antitestek
termelésére ritkan, mivel tébbszori hasznalat soran allergias reakcidk jelenhetnek meg, az egér

ellenes human antitestek képzodése altal. A hibridoma modszer 1épéseit a 2-es dbra mutatja.
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2. dbra A hibridéma technika lépései (Katona és mtsai., 2017.)



Katona és mtsai. (2017) tanulményukban leirjdk, hogy a genetikailag modositott
modszer esetében, egy olyan rekombinans fehérjét allitanak el6, amely egér és human
szekvencidkat egyarant tartalmaz. A kiméra antitestek 75%-a, a humanizalt antitestek pedig
90%-a human. Az egér antitest par reszét humanra cserélik, hogy az eger ellenes human
antitesteknek a termelddését megakadalyozzak. Ezeket az antitesteket emlds sejtkultirdkban
termeltetik, viszont in vitro mddon is megvalosithatd. A terapiaban hasznélt antitestek tipusait
a 3-as abra szemlélteti, ahol az 1-es az egér-, a 2-es a human-, a 3-as a kiméra, illetve a 4-es a

humanizalt antitest.

3. &bra A terapidban alkalmazott antitestek tipusai (Katona és mtsai. 2017)
1.3. A monoklonalis ellenanyagok terapias szerepuk

Tobb Kisérlet is igazolta, hogy a melanéma elleni monoklonalis antitestek elnyomjak a
human melanémak ndvekedését egerekben. Ez alapjan, 1980-ban végezték el az els6 human
kisérletet a rak elleni monoklonalis antitestek-terapiaval, egy limfomas betegen. Sajnos a korai
terapias antitestek egér-eredete miatt immunogének voltak emberekben és kevésbé indukaltak
az immunitast a betegben. Ebbdl adodoan, 1980-as évek végén kiilonbozd technikdk jelentek
meg az antitestek humanizalasdra. A tovabbi eldrelépések ,.teljesen human” antitestek
eléallitasahoz vezettek transzgenikus egerek vagy in vitro éleszt6- esetleg fag rendszerek
felhasznalasaval (Zahavi és Weiner 2020). Malpiedi és mtsai. (2013) tanulmanyai alapjan az
antitestek variabilis fragmentumait tekintik a human terapiak egyik legfontosabb eszkdzének.
Az antitestek széles korti alkalmazésait hasznaljak ki kiillonb6z6 orvosi, gyogyszerészeti és

kutatasi teriileteken. Ezek a molekuldk ugyanazt a kotédési funkcionalitést tartjak fenn, mint a
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teljes hosszusagu antitestek, de szamos eldnyos tulajdonsaguk van, mint példaul a szdvetekbe
val6 behatolas gyorsasaga, a konnyii manipulacio, az immunkomplexiik gyors eliminacidja és
a lehetdség, hogy egyszerii expresszios rendszerekbe, példaul baktériumokban és élesztében

képesek termelddni.
1.3.1. Tumor terépia

Az antitestek egyedulalléak abban a tekintetben, hogy képesek kdzvetlenil elpusztitani
a tumorsejteket, mikdzben egyidejlileg a gazdaszervezet immunrendszerét is bevonjak, hogy
hosszan tarto effektor valaszokat fejlesszenek ki a daganat ellen. 1988-ban egy kutatocsoport
azonositott egy fehérjét, a CD20-at, egy sejtfelszini fehérjét, amely az érett B-sejtekre volt
specifikus. Azt allapitottak meg, hogy a CD20 bdségesen expresszalodik a rakos B-sejteken
non-Hodgkin-limfémaban, de nem talalhatd egészséges éretlen B-sejteken. Ezért a CD20-at
célzé antitest-kezelés megsziintetheti a rakos sejteket, ugyanakkor az éretlen B-sejtek
maradnanak az egészseges sejtek utanpétlasara (Zhao és mtsai. 2022). A CD20 expresszidja a
rosszindulatu B-sejtek sejtfelszinen a monoklondlis antitest terapia célpontjava teszi. Ezaéltal, a
rituximab, az Egyesilt Allamok Elelmiszer és Gydgyszerengedélyezési Hivatal (FDA, Food
and Drug Administration) altal jovahagyott, elsé monoklonalis antitest a klinikai terapiaban, és
a CD20 antigént célozza meg, kiilonboz6 mechanizmusokon keresztil és a CD20-at
expresszald B-sejtek kimeriiléséhez vezet. Azéltal, hogy a szilard tumorsejteken tdlexpresszalt
antigéneket céloztak meg, tdbb antitest bizonyult hatékonynak rakterapidas célokra.
Napjainkban az olyan célpontokra iranyitott antitestek, mint az epidermalis ndvekedési faktor
receptor, EGFR és a human epidermidlis ndvekedési faktor receptor 2, HER2, széles korben
hasznélatosak a klinikai gyakorlatban a mellrak kezelésére. Ezen tlmenden, jelenleg szamos
egyéb mddszer is létezik az ellenanyagok réakterapiaban valé alkalmazasara, beleértve az
antitest-gyogyszer konjugatumokat, a bispecifikus T-sejt-kotoket és az immunellendrzépont-
gatlokat (Henry és mtsai. 2010).

A Kklinikailag daganatellenes hatast Zahavi es Weiner (2020), ugy erték el, hogy
monoklonalis antitesteket konjugaltak kiilonbozd effektormolekuldkkal, amelyek az antitestek
megkdtése és befogadasa utan a tumorsejtek halalat okoztak. Az effektormolekulak lehetnek
citotoxikus gyogyszerek, immunotoxinok és radionuklid szerek. Az antitest-konjugatum
tervezésénél nagyon fontos a megfeleld célpont kivalasztasa, amely a daganatellenes aktivitas
és szelektivitas f6 meghatarozoja. Ez alapjan, a célpontoknak befogadd képességgel kell

rendelkeznitik az antitest megkotésekor, ahhoz, hogy a hatdéanyag felengedjen. A Brentuximab



vedotin lett az els6 antitest-gyogyszer konjugatum, amelyet az FDA jovéhagyott 2011-ben. A
tumor mikrokornyezete szamos, olyan tényezot tartalmaz, amelyekrol ismert, hogy gatoljak a
daganatellenes immunitds valaszreakciokat, elOsegiti a tumorsejtek novekedését ¢és
angiogenézist indukal. A legrelevansabb célpont a vaszkularis endotelialis névekedési faktor
(VEGF) volt, amely szamos szilard daganat mikrokornyezetében megtalalhaté és a tumor
melletti vaszkularis endotéliumban talalhato receptorahoz (VEGFR) kotodik. A bevacizumab
antitestet, amely blokkolja a VEGF receptorhoz vald kotddést, szdmos kiilonboz6 rak

kezelésere engedelyeztek.
1.3.1.1. Immunellenérzé pontok

A rék elleni monoklonalis antitest-terapia legismertebb és leghatékonyabb tipusa az
immunellen6rzé pontok blokkolasa.
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monoklonilis - BN
/ \ antitest / Antigén prezentalé
vagy tumorsejt

T-sejt
[ coz con
CcD28 ' CD8S0/CDs6
ko stimuliciod. <5 L
receptorok = 4188 ﬁ/\\/\/ HIBBL [ joandok
OX40 OX40L
CD40 CDHOL
L_GIR GITRL _J
TCR  § (< }  MHC
— =
CTLA4 CDSO/CDS6
BILA HVEM
TREMR B7-H3
Ko-inhibiciés | PD- l'l)-l,m'l)»l'.’b-Ko—ilhibl'dés
receptorok | [AG3 MHC Class 11 |  ligandok
TIM3 Galectin-9
TIGIT CD155

VISTA Unknown |
o Immunellenorzo

pont-gatlé

4. abra Immunellenorzo pontok blokkolasa (Zahavi és Weiner 2020)

Az immunsejtek aktivalasa és szabalyozasa rendkivil Osszetett folyamat, amelyhez
szlikséges kilonféle ko-stimulalo és ko-inhibitor jelek integralasa, ahogy a 4-es abran is
lathatjuk. Az immunellendrzési pontok olyan gatld receptorok és utvonalak, amelyek feleldsek
az oOntolerancia fenntartasdért és az immunvalaszok moduléalasaért a jarulékos
szovetkarosodasok csokkentése erdekében. A citotoxikus T-limfocita antigén-4 (CTLA-4) volt
az els6 T-sejt-ellenérzé pont, amelyet azonositottak. A CTLA-4-et foként a szabalyozé T-sejtek
expresszaljak, amelyet regulator T sejteknek is nevezink (Treg). Azt feltételezték, hogy a

CTLA-4 blokkolasa kozvetve és kozvetleniil felerésitheti a tumorellenes T-sejtes valaszt,
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azaltal, hogy inhibalja a gatlé szabalyzo T-sejteket és fenntartja az aktivalo jeleket a citotoxikus
T-sejtek szamara (Collin 2017).

A ,,programozott sejthalal” receptor-1 (programmed cell death protein-1, PD-1) egy
masik gatlo immunellendrzési pont és a T-sejtek programozott sejthalal Gtvonalahoz
kapcsolddik. A PD-1 egy ellen6rzépont fehérje, amely negativan szabalyozza az
immunvalaszokat. Féleg T-sejteken, természetes 6l0sejteken, B-limfocitdkon, makrofagokon,
dendritikus sejteken, mieloid sejteken és monocitakon expresszalddik. Ligandja, a PD-L1,
egy transzmembran fehérje, és foként makrofagokon, T-sejteken, B-sejteken, természetes
0losejteken és egyes hamsejteken expresszalodik. A PD-L1 stimuldlhaté gamma-interferonnal,
amely az aktivalt T-sejtekbol szabadul fel. Az aktivalt T-sejteken expresszalt PD-1-hez kotodik,
hogy elnyomja a T-sejtek citotoxikus aktivitasat, és lehetové teszi a tumorsejtek szamara, hogy
elkeriljék az immuntamadast. Ez azonban megfordithaté a PD-1 és PD-L1 kozotti interakcio
blokkolasaval. Az FDA harom PD-1 gatlot (pemrolizumab, Nivolumab és cemiplimab) és
harom PD-L1 gétlét (atezolizumab, avelumab és durvalumab) hagyott jova a rak kezelésére
(Zhao és mtsai. 2022).

A PD-1 az effektor T-sejtek mitkodésének f6 szabalyozoja, ezért kulcsfontossagh
ellendrzépontnak szamit. Kimutattak, hogy a daganatsejtek feliilszabalyozzak a PD-1 ligandum
termelését, hogy kimeritsék a tumorba besziir6d6é limfocitakat. 2014-ben a PD-1 elleni
monoklonalis antitest a Nivolumab elnyerte az FDA jovahagyasat melandmas betegek szdmara,
A késébbi klinikai vizsgalatok sikerei a Nivolumab és egy maésik anti-PD-1 monoklonalis
antitest, a pembrolizumab engedélyezéséhez vezettek szamos rosszindulati daganat kezelés
érdekében. (Raedler 2015).

A PD-1-et vagy ligandumait célz6 tovabbi monoklonalis antitestek szintén jol
teljesitettek a klinikai vizsgalatok soran. Jelen allas szerint, a monoklonalis ellenanyagok a
CTLA-4, PD-1, és a PD-L1 immunellendrz6 pontjai szamos jovahagyast kapott az FDA altal,
ezaltal els6 helyen allnak bizonyos szolid daganatok, példaul a melanoma, terdpias jellegli

kezelésének vizsgalataiban (Mattiuzzi és Lippi 2019).
1.4. Nivolumab (PD-1-gatld)

A kutatasunkban a Nivolumab (PD-1-gatlo) antitesttel foglalkozunk, igy
elengedhetetlen a részletesebb bemutatasa a kisérlet sikeressegének céljabol. A Nivolumab egy

0j immunologiai ellenérzépont-gatld, amely blokkolja a programozott sejthalal-1 (PD-1)
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kolcsonhatésat ligandumaval, a programozott halél-ligandum 1-gyel. A Nivolumab-terapianak
korlatozott, de jétékony hatasai vannak, ahogyan mar fentebb is olvashattuk, olyan betegeknél,
akiknél melanéma vagy nem laphamsejtes tliidordk okozta agyi attétet diagnosztizaltak

(Matsumoto és mtsai. 2022).

Nivolumab
&

5. abra Daganatellenes immunvalasz helyreallitasa Nivolumab segitségével
(Brahmer, Hammers, és Lipson 2015)

A PD-1 a T-sejt-receptorok CD28 csaladjanak tagja, és ahogy mar emlitettik,
elsésorban aktivalt T-sejteken, B-sejteken és mieloid sejteken expresszalodik. A PD-1
kulcsfontossagu ligandumai kdzé tartozik a PD-L1 és PD-L2, amelyeket szamos szdvetben is
indukélhatok, kilondsen gyulladasos citokineknek valé kitettség utdn. A PD-L1 szdmos humén
tumorsejteken expresszalddik, amely fontos szerepet jatszik a daganatellenes immunvalaszok
elkertiléseben Amikor a T-sejteken 1évé PD-1 megkoti a PD-L1-et vagy a PD-L2-t, a T-sejt
gatlo jelet kap, és mar nem hoz létre produktiv immunvalaszt, ezt a folyamatot a 5-6s abra

szemlélteti (Brahmer, Hammers, és Lipson 2015).
1.4.2. Nivolumab és PD-1-gétl6 komplex

A 6-0s abrén a Nivolumab monoklondlis antitest- és a PD-1 fehérje komplex 3D-s
abrazolasa lathato, amelyen vilagos z6ld szinnel van jellve a PD-1 fehérje, sotétzold- és lila
szinnel az antitest, amelyen belil a s6tétzold szin a nehéz lancot-, a lila szin a kénny{i lancot

prezentélja.
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6. &bra 3D Nivolumab és PD-1 komplex
(‘https://www.rcsh.org/3d-sequence/5GGR?assemblyld=1)

1.5. Monoklonalis antitestek eléallitasara alkalmas expresszios rendszerek

Ha megszeretnénk hatarozni, az emlds expresszids rendszer fogalmat a legkdnnyebben
ugy tudnank kifejezni, hogy egy emlds szovetbdl szarmazo sejtvonalban expresszaltatjuk a
hasznalni kivant gént. A rendszer alapjait képzik a gazdasejt €s a vele dsszeférhetd expresszios
vektor, amely tartalmazza a termeltetni kivant fehérje gén kddol6 szekvencigjat. A gén
bevitelének folyamatat egy emlds sejtenyészetbe transzfekcionak nevezziik (Nyitray (szerk.)
2013).

Egy bioldgiai termék eldallitisahoz a gyartasi folyamatnak nagyon szigoru
kritériumokat kell kdvetnie a reprodukalhatosag és kivald minéség elérésének érdekében. A
bioterapias eljarasok egyedinek tekinthetdek, hiszen €16 sejtkultarakkal dolgoznak (Dahodwala
és Lee 2019).

Nyitray (szerk.) (2013) alapjan, emlds expresszios vektorként ,shuttle” (ingazd)
vektorokat hasznalnak., amelyek tartalmazzék a baktériumban valo fennmaradashoz és
szaporodashoz sziikséges elemeket, mint a transzkripcidhoz sziikséges promoter, antibiotikum
rezisztencia gén, E. coli replikon. Egy emlds expresszios vektor in silico moédon torténd
abrazolasat a 7-es abra szemlélteti. A leggyakrabban hasznalt emlds vektorok a plazmidok,
melynek egyik oka, hogy erds promotereket tartalmaznak (pl. pcDNA: CMV promoter).

A megfelel6 emlds vektor megépitését kovetden, a vektor emlds sejtvonalba vald
bejuttatas transzfekcid révén torténik. Kétféle transzfekciot killonboztetiink meg a tranzienst és
a stabilt. A kett6 kozott a kiilonbség, hogy a tranziens esetében a bejuttatott DNS vagy esetleg
RNS nem ¢épiil be a gazdaszervezet genomjaba, és az expresszid csak par napig tart, elénye
viszont, hogy nagyon gyors, igy 12-72 oéra elteltével mér lehet izolalni a vizsgalni kivant
fehérjét. Ezzel szemben a stabil expresszio esetében a bejuttatott DNS beépiil a genomba, és
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hosszu ideig fennmarad, a sejtek fenntarthatoak és lefagyaszthatoak, illetve tovabbi elénynek
szamit az alacsonyabb expresszids szint, hiszen igy kevésbé szol bele a sejt életmiikodésébe,
igy nem pusztul el. A gén bevitele az emlds sejtekbe megvalosithatd elektroporalassal,
transzdukcidval, mikroinjektalassal, esetleg DEAE-dextran-medialt transzfekcioval (Nyitray
(szerk.) 2013).

Replikacios origd Eukariota promoter

(bakterialis)
N ¥

Kozak szekvencia

(transzlacio
CMV Pro A/ elGsegitésére)

ColE1 Ori

N-terminalis
flzids cimke
-- Balll
sl Multiklénozo
AmpR A8l hely (egyedi
"Nhel J restrikcios enzim
/. Xhol hasitohelyekkel)

Prokariéta

antibiotikum T C-termindlis
rezisztencia gen fuzios cimke

(bakteridlis

promoterrel) f Poliadenilacios

Eukariota antibiotikum szignal
rezisztencia gén
(eukariota promoterrel,
stabil sejtvonalhoz)

7. &bra Egy eukaridta expresszids vektor altalanos térképe (Nyitray (szerk.) 2013)

A fehérje expresszidra hasznalt sejtvonalakat elsddleges sejttenyészetekbdl nyerik,
tobbszordos passzalas utan. Az orvosbiologiai  kutatdsokban, diagnosztikdban és az
immunterdpidban hasznalatos rekombinans fehérjék expresszidjat a gyogyszeriparban
leginkéabb kinai hdrcsog petefészek (CHO) sejtvonalban allitjak elé. A monoklonalis antitestek
iranti novekvé kereslet miatt a termelési technoldgidk folyamatos fejlesztés alatt allnak. Egy
2020-as tanulmanybol kiindulva (Tihanyi és Nyitray 2020), az FDA 2002-6ta tbb mint 300
biogyogyszerészeti jovahagyast engedélyezett, és azdta ez a szam folyamatosan novekedett.
Manapsag a CHO sejtek annyira hasznosnak bizonyulnak, hogy a 10 legjobb gyogyszer kozul
7-et, koztik monoklonalis antitesteket is (adalimumab, avelumab) CHO sejtvonalban
expresszalnak (Yusufi és mtsai. 2017), ennek oka a sejttenyésztési folyamatok dinamikus
fejlesztése, illetve a taptalajok 0sszetételének széleskori fejlodése mogott keresendo.

Az emlds termeltetésen alapuld rendszerek tobbféle eredetii sejtvonalakat haszndlnak,
az el6zbleg emlitett kinai horcsog petefészek sejtjeitél (CHO), a human embrionélis vese
sejteken at (HEK-293, human embryonic kidney 293 cells) a ragcsalok mieldma sejtekig (5T33,

murine myeloma cells, (Manning és mtsai. 1992). Ennek ellenére, mégis a biologiai anyagok
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kdzel 70%-at és csaknem az Osszes monoklondlis antitestet a kinai horcsog petefészek
sejtvonallal allitjdk el6. Ennek oka, hogy viszonylag nagy termel6képességiik van (0,1-1 g/l),
emellett megfeleld6 novekedési fenotipust eredményeznek, igy alkalmasak nagy ipari
tenyésztésre. Egy masik tényez6, ami miatt népszerii expresszids rendszerré valtak, hogy
konnyedén alkalmazkodnak kilonféle kémiai kbzegekhez, alacsony érzekenységet mutatnak a
human virusokkal szemben, emellett képesek humén glikolizacié végzésére. A sejtvonalat
Theodore Puck izolalta 1956-ban, de azota kiilonb6z6 mutaciokat végeztek rajta, amelynek
koszonhetden sokkal hatékonyabb fehérjetermelést biztositanak, mint a sziiléi sejtvonal.
Példanak okéaert, a CHO DG44 gazdaszervezetet, abbol a célbol hoztak 1étre, hogy metabolikus
markerek segitségével gyorsabba tegye a klonszelekciot (Tihanyi és Nyitray 2020).

2. Célkitiuzések

A kutatdsi munkank célja egy bioszimilaris monoklonalis antitest (Nivolumab)
klénozasa ¢és termeltetése emlds sejtvonalban. A bioszimildris készitmények hatasa ¢€s
megbizhatésaga megegyezik a referencia, szabadalmazott bioldgiai gyogyszerével, viszont
hozzaférhetobb aron keriilnek a piacra. A kutatds sikeressége esetén, a késdbbiekben mas
monoklonalis antitestek eléallitasanak megvalositasara is lehetne lehetéség, amelyek szintén
szabadalmi jog alatt &llnak és nehezen elérhetéek, megfizethetGek.

Kutatasunk része a CORAX BIONER CEU ,,Bioszimilaris antitestet termel6 sejtvonal
fejlesztése” projektnek, amelynek elsé 1épése a bioszimilaris antitestet tartalmazo6 rekombinans
vektorok megépitése, majd az antitest expresszidjanak megvalositasa emlds sejtvonalban.
Ehhez a Nivolumab konnyi- és nehéz lancokat (NivoLC és NivoHC) kodol6 szekvenciakat a
két kivalasztott vektorba ligaljuk (pOptiVEC-MOCK, pcDNA3.3-MOCK), ugy, hogy mindkét
vektorban megtalalhato legyen kilon-kiilon a konnyii- illetve a nehéz lanc génje (pOptiVEC-
NivoLC, pOptiVEC-NivoHC, pcDNA3.3-NivoLC, pcDNA3.3-NivoHC, LC-light chain, HC-
heavy chain). Jelen kutatasunk célja a Nivolumab nehéz lancat kodold szekvencianak klonozasa
a kivalasztott expresszids vektorokba, mig a konnyti lancot a CORAX BIONER munkatarsai
végezték munkankkal parhuzamosan. A jelen kutatdsban létrehozott konstrukciokat a
Biomérnoki Tanszékéhez tartoz6 BIBIRC (Biokémiai és Biotechnoldgiai Kutatokdzpont)

laboratoriumaban végeztik el.
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2.1. Masodlagos célkitiizések

2.1.1. Expresszios vektorok megepitése

Két expresszios vektort épitettiink meg (pcDNA3.3-NivoHC, pOptiVEC-NivoHC). A
NivoHC szekvenciat a GenScript Biotech (Hollandia) szintetizalta az 5’ illetve 3° végein Xhol
illetve Notl restrikcios helyekkel. Kutatasi célunk elérése érdekében a NivoHC klonozaséhoz
el6szor 1étrehoztunk egy olyan pcDNA3.3-O plazmidot, amely a pcDNA3.3-MOCK és egy
hibridizalt oligonukleotid ligalasabol szarmazott, és tartalmazza a gén ligalasahoz sziikséges
Xhol és Notl restrikcios endonukleazok hasitd helyeit. Erre azért volt sziikség, mivel a NivoHC
két végén ezen enzimek hasito helyei vannak jelen, és az eredeti vektor nem tartalmazza a Notl
helyet. Ennek megoldasara, terveztink két egymassal komplementer oligonukleotidot, amelyek
tartalmaztak az Xhol és Agel helyek kozott a Notl helyet. A primereket hibridizaltattuk
egymassal, majd ezt ligaltuk a megfelel6 enzimekkel linearizalt pcDNA3.3-MOCK plazmidba.

5-TCGAGTGAGGAATAGCGGCCG( -\(_ R
hasitott Xhol hely Nod hely hasizou Agel hely PcDNA3.3-)
-\l_ILLI'IAJ(.(;L\J;A;U;l Mock

Xhol hely primerek Agel hely
3‘q7—ﬂCGAG3 S'AICCGGT3 5 P
IGAGCTCS hibridizé.lésal 3TGGCCAS' kettfs emesuesl Xhol
r'e
5. TCGAQTGAGGAATA Gh. Age]
5-TCGAQTGAGGAAT/ 3 AGA-3'
T pONAZS-
3-CACTCCTTATCGCCGGCGTYTGGCC-5 Mock
| ligalas |
|
pcDNA3.3-0
O transzformalas
i N
\ = ;.)lazr’n!d ellendrzés |
e 3 izolalds ]
szelektalds antibiotikum' * ) *.
tartalmii taptalajon |

8. abra A pcDNA3.3-0 vektor létrehozdsanak folyamatabraja
(BioRender programban készitve)

A pcDNAS.3-O plazmid megépitését kdvetden létrehoztuk a rekombinans plazmidokat,
pcDNA3.3-NivoHC, pOptiVEC-NivoHC, amelyekbe a NivoHC génjét Xhol és Notl restrikcios
helyek kozé ligaltuk, ezen folyamatok a 8-as, illetve a 9-es abran lathatéak. A két vektor
kombinacio felhasznalhatd a tovabbiakban emlés sejtvonal ko-transzfektalasara, és

meghatarozhatd, hogy mely kombinacio esetén kapunk jo antitest termeld sejtvonalat.
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9. bra A rekombinans konstrukcidk létrehozasanak folyamatabraja
(BioRender programban készitve)

2.1.2. Expresszio ellendrzése

Az expresszid megvalositasa CHO DG44 emls sejtvonalban a Csikszeredai Megyei
Siirgésségi Korhaz Molekularis Diagnosztikai Kuatatlabdratériumaban tortént, egy erre a
celra kialakitott laborban. Az expresszio megvaldsitidsa a Freedom™ DG44 leirasa alapjan
tortént. A ko-transzfektalast kovetden a kiillonboz6 sejtvonal fenntartasokbdl (passzalasokbol)
mintat vettink a fehérje termelés ellendrzésére SDS-PAGE-el (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-gélelektroforézis).

3. Anyag és médszertan
3.1. Alkalmazott plazmidok felsokszorozasa és ellenérzése
3.1.1. A plazmidok és sejtvonal tulajdonsagai

A kutatdsomhoz alkalmazott anyagokat és eszkdzoket a Sapientia Erdélyi Magyar
Tudomanyegyetem Biomérnoki Tanszékéhez tartozO Biotechnologiai és Biokémiai
Kutatékozpont (BIBIRC), a CORAX-BIONER CEU, valamint a Debreceni UD-GenoMed Kft.
bocsajtotta rendelkezesiinkre (1-2. Tablazat). A rekombinans konstrukciok létrehozasahoz
szlikséges komponenseket VWR, Sigma, Merck, Thermo Scientific, NEB, PCR Biosystems
gyartoktol vasaroltuk.
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1. Tablazat Az alkalmazott és létrehozott plazmidok jellemzdi

Plazmid megnevezése / Tulajdonsagok Eredet
Mérete
pcDNA3.3-MOCK )
5431 bp AmPR, tartalmazza az Nhel és UD-GenoMed Kft. Debrecen

(12-es abra)

Xhol hasit6 helyeket

pOptiVEC-MOCK
4426 bp
(12-es abra)

AmpR,
tartalmazza az Nhel és Xhol
hasit6 helyeket

UD-GenoMed Kft. Debrecen

pcDNAS3.3-NivoLC
6125 bp

AMpR,
NivoLC kddol6 szekvencia
Nhel és Xhol hasité helyek
kozott (718 bp)

CORAX-BIONER CEU

pOptiVEC-NivoLC
5120 bp

AmpR,
NivoLC kadolé szekvencia
Nhel és Xhol hasité helyek
kozott

CORAX-BIONER CEU

pGS-21a-NivoHC

AmpR, NivoHC kddold
szekvencia Xhol és Notl

7570 bp hasité helyek kozott (1401 CORAX-BIONER CEU
bp)
pcDNAS3.3-O AmpR, tartalmazza a Notl
5435 bp restrikcios helyet Xhol és jelen kutatasban létrehozott

Agel enzimek kozott

pcDNAS3.3-O-NivoHC
6831 bp

AmpR, NivoHC kddold
szekvencia Xhol és Notl
hasito helyek kdzott

jelen kutatasban létrehozott

pOptiVEC-NivoHC

AmpR, NivoHC kédolé

5789 bp szekvencia Xhol és Notl jelen kutatasban létrehozott
hasit6 helyek kdzott
2. Tablazat Alkalmazott sejtvonal tulajdonsagai
Felhasznalt Genotipus Felhasznalas
sejtvonal
A(ara-leu) 7697 araD 139 thuA AlacX74
. galK16 galE15 el4- $80dlacZAM15 .
E. coli NEB 10 recAL relAl endAL nupG rpsL (StrR) klonozo sejtvonal
rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

Az UD-GenoMed Kft. altal rendelkezésiinkre bocsajtott plazmidok térképének in silico
abrazolasat a 10-es abra szemlélteti, amelyet a SnapGene szoftver segitségével hoztunk létre.
Jobb oldalon a pcDNA3.3-MOCK vektor lathato a kiemelt Nhel, Agel és Xhol restrikcios hasito
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helyekkel egyiitt, a bal oldalon pedig a pOptiVEC-MOCK vektor &brazolasa jelenik meg az
Nhel, Xhol és Notl restrikcids hasito helyekkel.

Xhot

pOptivec MOCK
4426 bp

PCDNA3.3-Mock (4)
5431 bp

[

st

Mscl (

PHIFT - Tth
(3051) BstZ171

(2999) Bsml

(2184) PspFI  BseYI (2150 (2854) Pfol

10. abra A pOptiVEC-MOCK és pcDNA3.3-MOCK vektorok abrazolasa SnapGene szoftverrel

3.1.2. Kémiai kompetens sejtek készitése

Az Escherichia coli NEB 10 sejtek 16 6érat nevelt tenyészetet 10 percig centrifugaljuk
(Beckman coulter-Hettich Zentrifugen) 4000 rpm-en, majd a létrejott felliluszét elontjuk. A
pelletet 10 mL jéghideg, steril 100 mM-os CaCl,-oldatba szuszpendaljuk, és 15 percre jégre
helyezziik. A CaCl, eldsegiti a plazmid sejtfalhoz vald kotddését, a pozitiv toltésti Ca?*-ok
vonzzak a negativ toltésti DNS-t. A szuszpenziét 10 percig centrifugaljuk 4000 rpm-en, majd
a feliiliszot elontjik. Ezt kovetéen, 1 mL jéghideg 100 mM-os CaClz-oldatban razatva
szuszpendaljuk a sejteket, majd glicerint adunk hozza. Ez a szuszpenzié mar kémiailag
kompetens sejteket tartalmaz. Végezetiil, 100 plL-ként steril mikrocentrifuga tubusba

szétosztjuk és -80°C-on taroljuk.
3.1.3. Kémiai transzformalas

A sikeres génbevitelhez eldszor un. kompetens sejteket kellett 1étrehoznunk, amelyet a
3.1.2. fejezetben targyaltunk. Els6 1épésként, 50 puL kémiai kompetens Escherichia coli NEB
10 sejtekhez, 1 pL (pcDNA3.3-MOCK) plazmid DNS-t mértiink, majd 30 percig taroltuk jégen.
A hésokkot inkubator (TS-Thermo Shaker) segitségével végeztik, amely 42°C-on 1 perc 30
masodpercig tart, ezalatt a sejtmembran fellazult (fluidabb lesz), és a plazmid kénnyeden
bearamolhat. Ezt kovet6en, 10 percig jégen taroltuk igy a membran visszanyerheti a

merevségét. A tovabbiakban 450 pL Luria-Bertani taplevest mértiink hozza, 37°C-on
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inkubaltuk rdzatva (TS-Thermo Shaker) 250 rpm-en, egy oOran keresztiil, ez az id6 az
antibiotikum-rezisztencia kifejez6dését segiti elé. Végezetiil 100 pg/mL ampicillint tartalmazé
Luria-Bertani (LB) lemezre szélesztettilk a sejteket és 37°C-on inkubaltuk egy éjszakan
keresztil. A megfeleld értékelés céljabol, egy kontroll sejtszuszpenzidt is szélesztettiink

ellendrzés céljabol.
3.1.4. Plazmid izol&lés

A plazmid izolalast a Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével végeztik. A mikrocentrifuga tubusban (eppendorf) lecentrifugaltunk 4,5 mL-t a
leoltott 16 orat nevelt kultarabol. A sejteket 14.000 rpm-en 2 percig centrifugaltuk (Beckman
coulter-Hettich Zentrifugen), majd a feluluszét elontottiik, és reszuszpendaltuk a pelletet 250
pL reszuszpendalo oldattal. Az oldathoz tovabbi 250 pL lizis puffert adtunk, és 4-6x
felforditottuk a tubust, amig viszk6zus szuszpenzidt kaptunk. Ezt kovetden, 350 uL semlegesitd
oldatot adtunk a mintahoz, és 4-6x gyengéden megforditottuk a tubust, majd centrifugaltuk 5
percig, 14.000 rpm-en. A szuszpenziot Genelet oszlopra pipettaztuk nagy odafigyeléssel, hogy
elkertljuk a kicsapodott fehérjék atpipettazasat. Ismét centrifugaltuk 1 percig, 14.000 rpm-en,
majd a fellluszot eldntottiik, és visszahelyeztiik az oszlopot a tubusba. A kévetkez6 1épésként,
500 puL mosofolyadékot pipettaztunk a Genelet oszlopra, centrifugaltuk 1 percig, majd
elontottik a fellliszot, és visszahelyeztiik az oszlopot a tubusba, ezt a folyamatot 2x ismételtiik
meg. A felliliszdt ismét elontottik és centrifugaltuk 2 percig 13.000 rpm-en, hogy eltavolitsuk
a mosofolyadékot, majd hagytuk szaradni, mig az etanol elparolog. Athelyeztiik az oszlopot
egy Uj mikrocentrifuga tubusba, és 40 uL elual6 oldatot (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) pipettaztunk
az oszlopra, inkubaltuk 2 percig szobahdmérsékleten, majd centrifugaltuk 2 percig 14.000 rpm-
en. A DNS-t -20°C- on taroltuk, és agaroz gelelektroforézissel (BioRad, lasd. 3.1.6. fejezet)

ellendriztilk a plazmid DNS jelenlétét.
3.1.5. Plazmidok ellendrzése emésztéssel

A préba emésztést a New England Biolabs (NEB) Pstl enzimmel végeztiik. Az emésztési
reakcio osszetétele: 1 pL plazmid, 1 pL 10X NEBufferTM r3.1 puffer, 0,3 puL Pstl (20 U/ pL)
enzim, kiegészitve 10 pL térfogatig molekularis tisztasagu vizzel. Ezt kovetden, 37°C-on

inkubaltuk egy oran keresztiil, majd agar6z gélelektroforézissel ellenérizziik.
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3.1.6. Agaroz gélelktroforézis

1%-0s agar6z gél elkészitéséhez kimértink 0,5 g agardzt, amelyet kiegészitettink 50
mL-ig 1x TAE (Trisz-acetat-EDTA) pufferrel. Felmelegitettik az elegyet, amig az agaroz
felolvad, és hozzaadtunk 2,5 uL Red Safe DNS festéket. A felolvasztott agardzt beledntottiik a
gél tartd kéadba, belehelyeztiik a féstit és varunk, amig megszilardul. A DNS mintakat 6x
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) segitsegével vittik fel a zsebekbe. Az elsé zsebbe 1
kb DNS molekulasuly markert (Thermo Fisher Scientific) pipettaztunk. Ezt kovetéen 90 V-on
35 percig futtattuk, és végezetil UV-feny alatt tettlk lathatbva a DNS sdvokat. A
gélelektroforézist a BioRad gyartotdl szarmazo eszkdzokkel végezik.

3.2. A pcDNA3.3-0O vektor létrehozasa
3.2.1. Az oligonukleotidok hibridizalasa

A pcDNA3.3-O vektor létrehozéasa soran terveztiink két primert, amelyek egymas
komplementerei, és tartalmazzéak a Notl restrikcios enzim helyét Xhol és Agel enzimek kozott.
Az oligonukleotidokat 10 mM hibridizalé pufferben (10 mM Tris, pH 7,5-8,50 mM NacCl, 1
mM EDTA) oldottuk fel. Ezt kovetden a primereket hibridizaltattuk, amelyhez dsszemértik a
primerek ekvimolekularis elegyét (100 mM), és 95°C-on inkubaltuk 10 percig, majd a
berendezést kikapcsolva (Beckman coulter-Hettich Zentrifugen), fokozatosan hagytuk
visszahtilni (kb. 45 perc). A hibridizalt primereket 2,5 térfogat jéghideg etil-alkohollal kezeltik,
-20°C-on tartottuk 1 orat, és centrifugaltuk 14.000 rpm-en 4°C-on 10 percig. A csapadékot 1
mL jéghideg 70%-os etil-alkohollal mostuk, centrifugaltuk 14.000 rpm-en 4°C-on 5 percig. A
pelletet szaritottuk az etanol eltavolitasa érdekében, és 20 uL elual6 pufferrel (10 mM Tris, pH
7,5-8,50) oldottuk fel. A hibridizaciohoz alkalmazott primerek szekvenciait és tulajdonsagait

mutatja a 3-as Tablazat.

3. Tablazat Primerek tulajdonsagai

Primer neve Primer szekvencia, 5°-3’ Tm, °C
Xhol-F-pcDNA TCGAGTGAGGAATAGCGGCCGCAGA 60,3
Agel-R-pcDNA CCGGTCTGCGGCCGCTATTCCTCAC 59,7
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3.2.2. A vektor emésztése

A vektor emésztését az Xhol és Agel (New England BioLabs-NEB) enzimekkel
vegeztik. A protokoll szerint egy steril mikrocentrifuga tubusba 6sszemértiink 14 pL ultra tiszta
vizet, 4 uL 10X NEBrCutSmart™ puffert, 1 uL Xhol (20 U/ pL) enzimet, ugyantgy 1 puL Agel
(5 U/ pL) enzimet és végiil 20 pL plazmidot (o)cDNA3.3-MOCK). Az emésztési mixet egy 6ran
keresztil inkubaltuk 37°C-on. Az emésztés ellendérzésére agardz gélelektroforézist hasznaltunk.

3.2.3. A vektor gélbdl izolalasa

A vektor emésztését kovetden gélbdl izolaltuk az érdekelt DNS fragmentet, amelyet a
GeneJet Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval valdsitottunk meg. A
vektor gélbdl izolalasa soran Kivagtuk az agardz gélbdl az emésztett DNS-t (0cDNA3.3-
MOCK- Xhol-Agel), amelyhez DNS-kot6 puffert adtunk hozza 1:1 aranyban. Ezt kovetOen,
60°C-on inkubaltuk 10 percig, amig felolvadt a gél, kozben 1-2 percenként atforgattuk a tubust.
Az elegyet DNS-koté Genelet oszlopra helyeztiik, 1 percig centrifugaltuk 12.000 rpm-en,
elontottik a fellluszét. A tovabbiakban 700 pL moséfolyadékot adtunk a mintat tartalmazé
oszlophoz, centrifugaltuk 1 percig 12.000 rpm-en, majd a fellllszot ismét elontottik. Az res
GenelJet oszlopot centrifugaltuk 2 percig 14.000 rpm-en a maradék etanol eltavolitasa
érdekében. Az oszlopot athelyeztiik egy 1,5 mL mikrocentrifuga tubusba, 30 L eluél6 oldatot
pipettaztunk a membrénra, 2 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd centrifugaltuk 2
percig 14.000 rpm-en. A DNS-t -20°C- on taroltuk.

3.2.4. DNS koncentraciék meghatarozasa

A DNS koncentracié meghatarozasat Qubit 2.0 Fluoriméter (Invitrogen) készlléek
segitségével allapitottuk meg a Qubit™ dsDNA BR Assay Kit-et hasznalva. A 200x -0s dsDNA
BR Reagent fluoreszcens festéket 1x-re higitottuk dsSDNA BR pufferrel 200 pL végtérfogatban.
A mixet vortexeltik (Star Lab), majd 199 pL mix-hez 1 pL DNS mintat pipettaztunk,
szobahémérsékleten inkubaltuk 2 percig, majd a fluoriméter segitségével meghataroztuk a

minta DNS tartalmat.
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3.2.5. Ligalas

=77

ligalasi reakcioban a hibridizalt oligonukleotid és plazmid aranyt 20:1-hez hasznaltuk,
figyelembe véve a vektor és az inszert méreteket is.

A ligalasi reakciot 20 ulL végtérfogatban végeztik, amelynek osszetétele 9,2 ng
hibridizalt oligonukleotid, 100 ng nagy fragment, 1X T4 DNS-ligaz puffer, 1 U T4 DNS ligaz
enzim (Thermo Fisher Scientific), amelyet kiegészitettiink 20 uL-ig ultra tiszta vizzel. A ligalasi

reakciot 16°C-on vegeztik egy éjszakan keresztul.
3.2.6. Transzformalas

A ligélasi termék transzformalasat a 3.1.3. fejezetben ismertetett kémiai transzformélas
alapjan végeztik, azzal a kilonbseggel, hogy 100 uL kémiai kompetens sejtekhez (Escherichia
coli NEB 10) 20 pL ligalasi terméket adtunk (pcDNA3.3-0 hibridizalt oligonukleotid), valamint
1 6ra helyett, 2 6rén keresztil razattuk 37°C-on a transzformalasi mixet. Ezt kovetden a sejteket
szélesztettiik 100 pg/mL ampicillin tartalmu LB téptalajra, és 37°C-on inkubaltuk egy éjszakéan

keresztil.
3.2.7. A pcDNA3.3-0 rekombinans konstrukcio ellenérzése

A transzformélt telepekbdl plazmidokat izolaltunk, annak érdekében, hogy
ellenérizziik, hogy sikeriilt-e az inszert beépilése a plazmidba. A plazmid izolalast a GeneJet
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztik, ennek lépéseit 3.1.4-
es fejezetben targyaltuk. Az izolalast kovetden a plazmidokat restrikcios enzimekkel
emésztettilk, és a kapott fragmentek alapjan hataroztuk meg a ligalas eredményet. A plazmidok
emésztéset az Xhol, Notl, Agel, Notl-Pstl (New England BioLabs-NEB) enzimekkel végeztik.
Az emésztési reakciok dsszetételét mutatja a 4-es tablazat.

Az emésztési mixet egy oran keresztll inkubaltuk 37°C-on. Az emésztés ellenérzésére

agardz gélelektroforézist hasznaltunk.
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4. Tablazat Emésztési reakcidk 0sszetétele

Xhol NotI Agel Notl-Pstl | Mennyise-
gek
Plazmid neve | pcDNA 3.3-O | pcDNA 3.3-O | pcDNA 3.3-O | pcDNA 3.3-O 1 uL
10X NEB 10X 10X 10X
Puffer neve rCutSmart | NEBuffer™r3. | NEBuffer™r2 | NEBuffer™r3 1 uL
Buffer™ 1 1 1
. Xhol Notl (10U/uL)
Enzim neve (20U/uL) Notl (10U/pL) | Agel (5U/uL) Pstl (20U/uL) 3U
ultra steril viz | ultra steril viz | ultra steril viz | ultra steril viz 10 pL-ig

3.3. Rekombinans konstrukciok létrehozasa (pcDNA3.3-O-NivoHC és pOptiVEC-
NivoHC)

3.3.1. Az inszert és a vektor DNS el6készitése

A pGS-21a-NivoHC plazmid tartalmazza a NivoHC gént, az elején és végén restrikcios
hasitd helyekkel ellatva, amelyek segitségével kivagtuk a vektorbdl az érdekelt fragmentet,
majd ezt kdvetden gélbdl izolaltuk.

A pGS-21a-NivoHC, pcDNA3.3-0 és pOptiVEC-MOCK vektorok esetén az emésztést
az Xhol és Notl NEB-es enzimekkel végeztiik. 30 pL végtérfogatba dolgoztunk, amely
tartalmaz 3 pL 10X NEBuffer™ r3.1 puffert, 1 uL Xhol (20 U/ pL), 1 pL Notl (10 U/uL)
enzimet és 25-25 pL plazmidokat.

3.3.2. DNS koncentraciok meghatarozésa és ligalas

A DNS koncentraciok meghatarozasat szintén a Qubit 2.0 Fluoriméter (Invitrogen)
készllék segitségével allapitottuk meg, a protokollt a 3.2.4-es fejezetben targyaltuk. A DNS
koncentraciok eredményét az 5-0s Tablazat mutatja.

A ligalasi reakciokat 20 pL végtérfogatban végeztik az inszert (NivoHC): vektor arany
3:1, figyelembe véve a DNS fragmentek hosszusagat is. A pcDNA3.3-O-NivoHC rekombinans
vektor létrehozéasa esetén dsszemértink 77,33 ng kis fragmentet (NivoHC), 100 ng nagy
fragmentet (pcDNA3.3-0), 1x T4 DNS-ligdz puffert, 1 U T4 DNS ligdz enzimet (Thermo

Fisher Scientific), amelyet kiegészitettiink 20 uL-ig ultra tiszta vizzel.
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5. Tablazat A kis- és nagy fragment DNS koncentracioi

Fragmentek megnevezése

DNS koncentracio,

ng/pL
pOptiVEC-Xhol-Notl 102
pcDNAS3.3-O-Xhol-Notl 104
NivoHC-Xhol-Notl 83

A pOptiVEC-NivoHC ligalasahoz, dsszemértiink 95 ng kis fragmentet (NivoHC), 100
ng nagy fragmentet (pOptiVEC-MOCK), 1X T4 DNS-
(Thermo Fisher Scientific), amelyet kiegészitettink 20 pL-ig ultra tiszta vizzel. A ligalasi

reakciokat 16°C-on végeztik egy éjszakan keresztil.

3.3.3. Rekombinans konstrukciok ellendrzése

3.3.3.1. Kol6nia PCR

A transzformalt telepekb6l koldnia PCR-t (polymerase chain reaction, polimeraz
lancreakcio) veégeztink (ESCO.Swift MiniPro), annak érdekében, hogy kivalasszuk a
rekombinans vektorokat. A reakcidéhoz szikséges anyagokat a 6-0s Tablazat, a felhasznalt
primerek tulajdonséagait a 7-es Tablazat foglalja 6ssze. A felhasznalt PCR-programot a 8-as
Téblazat mutatja be, illetve a reakcidhoz szlikseges puffer és enzim a PCR Biosystems gyartotol

Szarmazott.

ligaz puffert, 1 U T4 DNS lig4z enzimet

6. Tablazat Kolonia PCR sziikséges anyagok

Kol6nia PCR
Szikséges anyagok Mennyiségek
5x PCR Bio Reakci6s puffer (tartalmazza a 10 uL
dNTP-t és MgCl.-t)
PCR BioTaq DNS polimerdz enzim (5U/uL) 0,3 uL
Fels6 primer (10 mM) 2 uL
Alsé primer (10 mM) 2 ul
Templat 1 telep
Ultra tiszta viz 34,7 ulL
Végtérfogat 50 nL.
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7. Tablazat Primerek tulajdonsagai

Primer neve Primer szekvencia Tm, °C
LOmMNpNIVOHE | 5600GCCATGACTCGACTAAC 60,3
felso primer
10'mM Cp Nivo He TCACTTGCCCAGAGACAGGC 59,7
alsé primer
8. Tablazat PCR program
Lépések Hoémérséklet Idé Ciklusok
Kezdeti o
Denaturécié 9%°C 4 perc 1
Denaturacio 95°C 15 méasodperc
Anellalas 55°C 15 méasodperc 30
Polimerizacio 72°C 1 perc
Végso polimerizacio 72°C 7 perc 1

A PCR reakciot kovetben, agaroz gélelektroforézissel ellendriztik az amplifikalt termékek

meéreteit.
3.3.3.2. Ellendrzés restrikcios emésztéssel

A tovabbiakban, izoléltuk az adott telepbdl a rekombinans DNS-t, a plazmid izolalés
modszerét 3.1.4. fejezetben olvashattuk. Az izolalas befejeztével, emésztettiik a rekombinans
DNS-t kiilonbo6z6 restrikcios enzimek segitségével, és agaroz gelelektroforézissel vegeztiik az
ellenérzést. A pcDNA3.3-O-NivoHC esetében két emésztést végeztiink 10 uL végtérfogatban,
Xhol — Notl és Notl-Pstl NEB-es enzimekkel. A reakciohoz sziikséges anyagokat a 9-es

Tablazat foglalja 6ssze.

9. Tablazat pcDNA 3.3-O — NivoHC emésztési protokoll

Xhol — Notl Notl-Pstl Mennyiségek
pcDNA 3.3-O-Nivo HC | pcDNA 3.3-O-Nivo HC 2 uL
10X NEBuffer™r3.1 10X NEBuffer™r3.1 1 uL
Xhol (20 U/pL) Notl (10 U/uL) 25U
Notl (10 U/uL) Pstl (20 U/uL) 5U
ultra steril viz ultra steril viz k.l 0 K L-,|g
iegészitve
Végtérfogat 10 uL
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A pOptiVEC-NivoHC esetében Xhol-Notl NEB-es enzimekkel végeztiik az emésztest
10 pL végtérfogatban. A reakcidhoz sziikséges mennyiségeket a 10-es Tablazat alapjan
alkalmaztuk ebben az esetben is. Az emésztési reakciokat 37°C-on végeztiik 1 oran keresztil,
majd a kapott fragmenteket agar6z gélelektroforézissel véalasztottuk el, és UV fényben

vizualizaltuk.
3.5. A Nivolumab expressziojanak ellenérzése SDS-PAGE-el

Annak érdekében, hogy meggy6z6djiink a ko-transzfektalas sikerességérél a 90%
életképességet eléré expresszids mintakbol ellendriztiik a Nivolumab termelését SDS-PAGE
(Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) mddszerrel (BioRad).

Az elsO Iépés a gélontéséhez sziikséges kamra Osszeszerelése, majd ezt kovette a futtatd
(running) gél osszemérése. Az ellenérzés sordn 12%-os futtatd gélt készitettink. A futtato- es
koncentrald (stacking) gél osszetevdit a 10-es Tablazat tartalmazza. A megfelel6 mennyiségek
Osszemérését kovetden mikropipetta segitségével a két liveglap kozé pipettaztuk az oldatot,
majd desztillalt vizet adagoltunk a tetejére. A kovetkezd 1épésben 0sszemértik a koncentrald

gél OsszetevOit, amelyet a mar megszilardult futtatd gél tetejére pipettaztunk, majd

belehelyeztiik a fésiit, amely a mintafelvivo zsebek kialakitasaért felel0s.

10. Tablazat Az SDS-PAGE gél dsszetevii

SDS-PAGE

12%-0s Futtatd
(running) gel (10 mL-
re)

Koncentrald (stacking)
gél

Szukséges anyagok
és mennyiségek

30%-o0s akrilamod oldat
4,0 mL

30%-o0s akrilamod oldat
1mL

1,5 M Trisz-HCI oldat

0,5 M Trisz-HCI oldat

pH 8,8; 2,5mL pH 6,8; 500 pL
10%-0s SDS oldat
i 40 pL
10%-os tetrametil-etilén- | 10%-os tetrametil-etilén-
diamin oldat diamin oldat
(TEMED) (TEMED)
4 nL 4 nL

10%-0s ammonium
perszulfat (APS)

10%-0s ammonium
perszulfat (APS)

100 pL 40 pL
desztillalt viz desztillalt viz
3,3mL 1,67 mL
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A mintak el6készitését kovetden 20 uL mintahoz pipettaztunk 4 uL 6x-0s redukéloszert
tartalmazo6 minta kezel6 puffert, majd 98°C-on 7 percig inkubaltuk.

Miutan a koncentrald gél is megfeleléen megszilardult, belehelyeztik az
elektroforetikus-cellaba, illetve kadba, és a fésiit Ovatosan kihtiztuk a gélbél. Ezt kvetéen 1X
SDS futtaté pufferrel toltottik fel, a felhasznalt oldatok Osszetevéit a 12-es Tabléazat
tartalmazza. A kezelt mintdkbol 10 uL-ert vittink fel a zsebekbe. Az els6 és utolso zsebbe 5 pulL
molekulastly markert (PageRuler™ Prostained Protein és Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) pipettaztunk. Az elektroforézist 90 V-fesziltséggel
inditottuk el, amig a festék elérte a futtatd gél hatarat, majd ezt kovetéen 120 V-on futtattuk,
amig a gél aljat el nem érte a festék.

A fehérjesavok vizualizalasa érdekében az elektroforézist kovetden a gélt festékoldatba
helyeztik (11-es Tablazat), és 30 percig 300 rpm-en rédzaté (Heidolph titramax 100)
segitségével razattuk. A kovetkez6 1épésként festéktelenité oldatba helyeztiik szintén 30 percig
razattuk, majd végul desztillalt vizben taroltuk.

11. Tablazat Az SDS-PAGE soran hasznalt oldatok osszetevdi

Felhasznalt oldatok Anyagok/Mennyiség
Trisz-bazis 30,2 g
10x SDS-futtatd puffer Glicin 144 ¢
SDS10¢
0,24% Coomassie Brilliant Blue R 250
Festékoldat 50% Metanol

9,6% Ecetsav

50% Metanol
9% Ecetsav

0,125 M Trisz-Cl pH 6,5
2% SDS

Minta kezel6 puffer 20% Glicerol

0,01% Bromfenolkék

5% Merkaptoetanol

Festéktelenitd oldat
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4. Eredmények és értékelésik

Kutatdsunk sordn a Nivolumab monoklondlis antitest klonozasat es expresszidjat
valdsitottuk meg a CHO DG44 sejtvonalban. Ennek érdekében els6 1épésben felszaporitottuk
és ellendriztiik a rendelkezésiinkre allo plazmidokat (pcDNA3.3-NivoLC, pOptiVEC-NivoLC,
pGS-21-NivoHC, pcDNA3.3-MOCK és pOptiVEC-MOCK). Ezt kovetden létrehoztuk a
pcDNA3.3-0 plazmidot, amelybe bevittik a NivoHC klonozéasahoz sziikséges Notl restrikcios
enzim hasito helyét. A pcDNA3.3-0 megépitése utan, Iétrehoztuk a pcDNA3.3-O-NivoHC és
pOptiVEC-NivoHC rekombinans plazmidokat.

4.1. Az alkalmazott plazmidok felsokszorozasa és ellendrzése

A plazmidok felszaporitdsa érdekében a transzformdlas soran kémiai kompetens
Escherichia coli NEB 10 sejtekhez adtuk hozza a plazmid DNS-eket (pcDNA3.3-MOCK,
pOptiVEC-MOCK), és a megfelelé antibiotikumot tartalmazo LB lemezre szélesztettik a
sejteket, amelyet a 11-es dbra szemlélteti

11. dbra A pcDNA 3.3. MOCK illetve a pOptiVEC-MOCK transzformalasa Escherichia coli NEB 10
sejtekbe, valamint a kontroll.

A 11-es &bra alapjan elmondhatjuk, hogy a transzforméalas a pcDNA3.3-MOCK, illetve
pOptiVEC-MOCK plazmidok esetében sikeres volt, hiszen csak azok a telepek tudtak
kifejlédni az ampicillines taptalajon, amelyek tartalmaztak az antibiotikum rezisztencia gént.
Ellendrzés céljabol egy kontroll mintat is készitettiink, amelyen a sikeres transzformalés esetén
nem fejlédhetett ki egy telep sem.

A transzformalt telepekbdl plazmid DNS izolalast végeztiink, és kiilonb6zd restrikcids
enzimekkel hasitottuk, annak céljabdl, hogy ellendrizziik a plazmidok megfelelé méreteit. Az

izolalas és az emésztés sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztik.
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N
2
12. &bra Az izolalt és emésztett pcDNA3.3-MOCK plazmidok futtatasanak eredménye 1%-o0s agaréz
gélen
1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2,3,4,5. pcDNA3.3-MOCK (1,2,3,4-es telep); 6,7,8,9.
pcDNA3.3-MOCK-Pstl (1,2,3,4).

A 12-es dbra a pcDNA3.3-MOCK izolalasanak és emésztésének eredményét mutatja,
melynek alapjan elmondhatd, hogy az egyszeresen emeésztett plazmid mérete megfelel a

szamitott plazmid méretének, amely 5431 bp.

10000
8000
7 a000
4000
3500
2000
— 2500
2000
— 1500
— 1000

— 750

1L LI

— 500

— 2530

13. 4bra Az izolalt és emésztett pOptiVEC-MOCK plazmidok futtatasanak eredménye 1%-os agardz
gélen. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2,4,6. pOptiVEC3.3-MOCK (1,2,3-as telep);
3,5,7. pOptiVEC3.3-MOCK - Xhol-Kpnl (1,2,3).

A 13-as abra a pOptiVEC-MOCK izolalasanak és Xhol-Kpnl enzimekkel valo
emésztésenek eredményét mutatja, melynek alapjan elmondhato, hogy a kapott nagy fragment
(3930 bp) és kis fragment (496 bp) méreteinek 6sszege megfelel a pOptiVEC-MOCK plazmid
méretének (4426 bp).

A tobbi plazmiddal is hasonloan jartunk el, de azokat a gélképeket nem tettiik bele a
dolgozatba, mivel ezek elokésziiletek. A kutatdsban hasznalt rekombinans plazmidokat (az LC-
t tartalmazdakat) szekvenalassal ellendrizték a Corax Bioner munkatarsai, és Ugy bocsatottak a

rendelkezésiinkre
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4.2. A pcDNA3.3-0O vektor létrehozasa

A plazmidok felsokszorozasat és ellenérzését kovetden, annak érdekében, hogy
klonozni tudjuk a NivoHC gént a pcDNA3.3-MOCK vektorba, el6szor tartalmaznia kell a Notl
restrikcios enzim hasitd helyét. Erre azért van szilkség, mivel a NivoHC az Xhol-Notl enzimek
kozott talalhatd a pGS-21a-NivoHC plazmidban. A Notl helyet egyméssal komplementer
oligonukleotidokkal juttattuk be a pcDNA3.3-MOCK plazmidba, melyek Xhol-Agel enzimek
kozott tartalmaztak a Notl helyét, ez a 14-es abran lathatd. Az oligonukleotidokat
hibridizaltattuk egymassal, és felhasznaltuk a ligalasi reakcidban az anyag és modszertanban

leirtak alapjan.

[ XhoI] Notl
Start (0) ¥hol-Forward CLNE End (31)
TCGAGTGAGGAATAGCGGCCIGCAGA |
@\ L 7 | L 4
5’ CTCGAGTGAGGAATAGCGGCCGCAGACCGGT 3’

31
3’ GAGCTC.ACTCCTTATCGCCGGCGTCTGGCCA‘-® 57
A A

lCACTCCTTATCGCCGGCGTCI’I’GGCC

Agel-reverse

14. dbra A hibridizalt oligonukleotidok szemléltetése (SnapGene)

10
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15. dbra A pcDNA3.3-0 vektor futtatdasanak és gélbdl valé izoldldsdanak eredménye 1%-0S
agaroz gélen. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2. pcDNA3.3-0.

A pcDNAS3.3-MOCK vektort Xhol-Agel enzimekkel emesztettiik, hogy komplementer
ragadds végek keletkezzenek a hibridizalt primerek végeivel.

A pcDNA3.3-MOCK vektort Xhol-Agel enzimekkel emésztettiik, hogy komplementer
ragados végek keletkezzenek a hibridizalt primerek végeivel. A vektor kettds emésztésének €s
gélbdl vald izolalasanak eredményét mutatja a 15-0s abra, valamint a ligalasi termék

transzformalasanak eredményét a 16-0s abra.
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16. abra A pcDNA3.3-0 vektor ligalasi termék transzformalasanak eredménye; a jobb oldalon egy
kontroll minta lathato.

A ligalasi termék transzformalasat kovetden, a hibridizalt oligonukleotidot tartalmazo
plazmidok ellenérzését az Xhol, Notl, Agel, Notl-Pstl emesztésekkel végeztik. Az emésztések

eredményeit a 17-es €s a 18-as abrak szemléltetik.

17. &bra A pcDNA3.3-MOCK és pcDNA3.3-O emésztés (Xhol, Agel) futtatdsanak eredménye 1%-0s
agaroz gélen. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2. pcDNA3.3-MOCK; 3. pcDNA3.3-
MOCK-Xhol; 4,5,6,7,8,9. pcDNA3.3-O-Xhol (1,2,3,4,5,6-0s telep); 10. pcDNA3.3-MOCK-Agel;
11,12,13,14,15,16. pcDNA3.3-O-Agel (1,2,3,4,5,6-0s telep).

A 17-es abra alapjan lathato, hogy a pcDNA3.3-MOCK és a pcDNA3.3-O vektor
emésztése az Xhol és Agel. A szdmitott plazmid mérete 5435 bp, amelyet a gélképen egyszeres
emésztés soran lehet megallapitani, ugyanis a cirkularis plazmid nem teljesen a méretének
megfeleld helyen migral a gélben alakjabol adoddan, hiszen a gélképen lathatd, hogy linearis
fragmenteket kaptunk az egyes emésztések soran 11-es zsebben talalhaté minta kivételével (1
telepbdl szarmazo plazmid), szemben a 2. oszlopban talalhat6 pcDNA3.3-MOCK cirkularis
plazmiddal. Az emésztés eredménye arra enged kovetkeztetni, hogy a ligalasi reakcio

megfeleléen ment végbe.
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1.0 x| % agarose

MwW: 1 Kb DNA Ladder
= 1: pCDNA-MOCK-Notl.dna

o
1. 5435 bp
= 2: pCDNA-MOCK-Notl.dna
Notl + Pstl
1. 4077 bp
2. 1358 bp

18. &bra A pcDNA3.3-MOCK és pcDNA3.3-O emésztés (Notl, Notl-Pstl) futtatasanak eredménye 1%-
0s agaroz gélen. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2. pcDNA3.3-MOCK; 3. pcDNA3.3-
0; 4,5,6,7,8,9. pcDNA3.3-O-Notl (1,2,3,4,5,6-0s telep); 10. pcDNA3.3-MOCK- Notl-Pstl;
11,12,13,14,15,16. pcDNA3.3-O-Notl-Pstl (1,2,3,4,5,6-0s telep).

A Notl és a Notl-Pstl kettds emésztés alapjan kdvetkeztethetlink, hogy a pcDNA3.3-
MOCK vektor Notl-Pstl kettés emésztése, illetve a hibridizalt primerekkel valo ligalasa sikeres
volt. A leirtakat, a 18-as abra szemlélteti, amely alapjan elmondhato, hogy a termék mérete (4—
9-ig) megfelel a hibridizalt oligonukleotidokat tartalmazé vektor méretének (5435 bp), illetve
a kettGs emésztés esetében (12-16-ig) a kihasadt fragment megfeleld méretet eredményezett. A
szimulalt és a gélben migralt DNS méretek megfelelnek egymasnak az el6bb targyalt mintak
esetén. Ugyanakkor mindkét gélen lathat6, hogy a 11-es minta esetén nem volt sikeres a ligalas,

mas méreti fragmentet kaptunk, mint a vart kis fragment mérete.
4.3. Rekombinans konstrukciok letrehozasa

A pcDNA3.3-O vektor megépitését, a rekombinans konstrukciok (pcDNA3.3-O-
NivoHC és pOptiVEC-NivoHC) létrehozasa kovette. Az els6 1épés az inszert és a vektor DNS
elokészitése, amely soran Notl-Pstl restrikcios enzimeket hasznélva, emésztést végeztiink.
Mindharom vektort (pGS-21a-NivoHC, pcDNAS3.3-O, pOptiVEC-MOCK) péarhuzamosan
emésztettilk, majd gélbdl izolaltuk a megfeleld méreteket (19. dbra). A plazmidok emésztései
soran ragados végeket hoztunk létre, amelyek komplementerek az inszert 5°-3° ragadods
végeivel.

Az emésztéseket kovetéen meghataroztuk a DNS koncentraciokat a kis (NivoHC-Xhol-
Notl és nagy fragmentek esetén (pOptiVEC-Xhol-Notl, pcDNA3.3-0-Xhol-Notl), melyet az 5-
0s Tablazatba foglaltunk Ossze. Tovabba, Osszemértik a ligalasi reakciokat, az anyag és
modszertan 3.3.2-es fejezetében leirtak alapjan, majd a tovabbiakban transzformalast
végeztink, ezt a 20-as abra szemlélteti.
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20. abra A ligalasi termék transzformalasanak eredménye E. coli NEB sejtekben. Bal oldali abra
pcDNA3.3-O-NivoHC, jobb oldali &bra pOptiVEC-MOCK-NivoHC feltételezett rekombinans
plamidokat tartalmazza.

A ligalasi reakciokat a rekombindns plazmidok ellendrzése kovetett, amelyet kolonia
PCR segitségével valositottunk meg, amelynek soran felszaporitottuk a telepekbdl a NivoHC-t
kodolo szekvenciat specifikus primerek segitségével, majd ezt kovetdéen agaroz

gélelektroforézissel ellendriztiik az amplifikalt termékek méreteit.

10000
/ 8000
‘ aU%
4000
3500
2000

2300
= 2000

21. dbra A kolonia PCR ellendrzése 1%-0s agaroz gélen pcDNA3.3-O-NivoHC esetén
1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2-10. pcDNA3.3-O-NivoHC (1,2,3,4,5,6,7,8,9-es
telepek).
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A pcDNA3.3-O-NivoHC eredményeit a 21-es abra, mig a pOptiVEC-NivoHC
eredményeit a 22-es abra szemlélteti, amelyek alapjan az amlifikalt termék 1401 bp-nél jelent
meg a gélben. Ez a méret megfelel a NivoHC méretének.

Az koldnia PCR eredményei alapjan, izolaltuk a megfeleld telepekbdl a rekombinans
DNS-t, ezt kovetden emésztettiik kiilonbozd restrikcids enzimek segitségével, és végso

Iépésként agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik a konstrukciok sikerességét.

— 2500
2000

22. dbra A kolonia PCR ellendrzése 1%-0s agardz gélen pOptiVEC-NivoHC esetén
1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2-10. pOptiVEC-NivoHC (1,2,3,4,5,6,7,8,9-es telep).

A pcDNAZ3.3-0O-NivoHC rekombinans DNS esetében a kettés emésztéseket az Xhol-
Notl és Notl-Pstl enzimekkel végeztiik, amelyet a 23-as dbra szemléltet. A pOptiVEC-NivoHC

esetében Xhol-Notl enzimekkel végeztik az emésztést (24-es abra).

Ko MW 1 2 3 4 5 6 7 &

L LN

1.0 | % agarose

24. dbra pcDNA3.3-0O-NivoHC emésztett termék ellendrzése 1%-0s agaroz gélen, valamint szimulalva

SnapGene programban. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2,5,8. pcDNA3.3-O-NivoHC

(1,2,3-as telep) 3,6,9. pcDNA3.3-O-NivoHC-Xhol-Notl (1,2,3-as telep); 4,7,10. pcDNA3.3-O-NivoHC-
Notl-Pstl (1,2,3-as telep).

A 23-as abra alapjan, elmondhatjuk, hogy a kl6nozas sikeres volt, hiszen a kihasadt kis

fragmentek méretei a 3,6,9. zsebekben megfelel a NivoHC 1401 bp méretének. Annak

érdekében, hogy eldontsik, hogy a gén a megfelel6 helyre épiilt be a vektorba, elvégeztiik Notl-

Pstl emésztést, amelynek soran harom fragmentet kellett kapjunk (4,7,10. zsebek).

34



1|;|l;u|;|:l

MW 1 2 3 4 5 6 7 8

2000
— 1500

1000
— 750

— 500

— 250
24. abra A pOptiVEC-NivoHC emésztett termék ellendrzése 1%-0s agaroz gélen, valamint szimulalva
SnapGene programban. 1. 1 kb. DNS marker (Thermo Fisher Scientific); 2,5,8 pOptiVEC-NivoHC
(2,4,5-06s telep); 3,6,9. pOptiVEC-NivoHC-Xhol-Notl (1,2,3-as telep).

A jobb oldali &bra mutatja, a SnapGene programban szimulalt emésztési eredmények

mintazatat, amely megfelel a bal oldali abrén talalhaté mintazatnak.
A 24-es abra alapjan elmondhatd, hogy az izolalt plazmidokbdl kihasadt az 1401 bp-
nak megfelelé NivoHC termék, tehat a klonozas sikeres volt a pOptiVEC plazmid esetében is.
A jelen kutatasban kivalasztott rekombinans plazmidokat szekvenalassal is ellen6rizték

a Corax Bioner munkatarsai, és csak ezt kovetéen hasznaltadk fel a CHO sejtek ko-
transzfektalasara.

55. &bra A pcDNA3.3-O-NivoHC és a pOptiVEC-NivoHC konstrukciok szimulalasa SnapGene
programban

4.4. Nivolumab expresszidja és ellenérzése SDS-PAGE-el
A CHO DG44 sejtek fenntartasat és ko-transzfektalasat a Molekularis Diagnosztikai
Kutatdlaboratorium (Csikszeredai Megyei Siirg6sségi Korhaz) sejtkulturdkkal foglalkozé

részlegén végezték a projekt keretein belll. CHO sejtvonalat gyakran alkalmaznak antitestek

eléallitasara, példaul az Okagawa és mtsai. (2017) altal leirt tanulmanyban létrehoztdk a
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szarvasmarha PD-1 patkény-szarvasmarha kiméra monoklondlis 5D2 antitestet (Boch5D2)
CHO DG44 sejtekben. Emellett, a Nivolumab Europai Gyogyszeriigynokség (EMA, European
Medicines Agency) alkalmazasi el6irasaban a forgalomban talalhaté antitestet CHO sejtekben
allitottak el6é (Ema, 2017.)

A Kko-transzfektalas 1ényege, hogy az antitest két lancat (konnyii és nehéz) kiilon
plazmidokon ajéanlott bejuttatni a sejtekbe, annak érdekében, hogy szelekcidt biztositsunk
mindkeét lanc esetén. Ezert a pOptiVEC-NivoLC és pcDNA3.3-NivoHC, valamint pOptiVEC-
NivoHC és pcDNAS3.3-NivoLC kombinacidkat hasznaltuk. Ezeket a vektorokat ugyancsak
(pcDNA-LC, pcDNA3.3-HC, pOptiVEC-LC) sikeresen alkalmaztdk anti-TNF-a antitest
termelésére CHO-DG44 sejtvonalban (Voronina és mtsai. 2016). A transzfektalast koveten
ELISA (enzimhez kotott immunszorbens proba) modszerrel kdvetik az antitestek mennyiségét a

kiilonb6z6 idépontokban.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 ~ kDa
~180 - —~260
~130- (88 —~140
~100 —| L —~100
~70 —| — — ~70
- ~55 —( - - ~50
- ~40 —| — ~40
- ~35 —| — - ~35
- ~25 —( - - ~25
c~15 —| — — ~15
~10 - _— =10

6. abra A Nivolumab CHO DG44 sejtvonalban valé expresszidjanak ellendrzése 12%-0s SDS PAGE-
en. 1. Molekulasuly marker (Page Ruler Prostained Protein); 2,3. pOptiVEC-NivoHC és pcDNA3.3-
NivoLC kombinaciojabol szarmazd felliluszo és sejt; 4,5. pOptiVEC-NivoLC és pcDNA3.3-NivoHC
kombinacidjabdl szarmazo feluiliszo és sejt; 6,7. pOptiVEC-NivoLC és pcDNA3.3-NivoHC
kombin&cidjabdl szarmazo fellillszo és sejt 3. passzalas; 8. Molekulasuly marker
(Spectra™Multicolor Broad Range Protein Ladder).

Amig a mddszer beéllitdsan dolgoztak, addig az antitestek termelésének sikerességét vagy
hianyat SDS-PAGE modszerével ellendriztiik, amelynek segitségével képet kapunk a termel6d6
fehérjék megfeleld6 méreteirél. Ehhez a kiilonb6z6 passzalasok soran ko-transzfektalt
sejtkulturdkbdl mintat vettek, és rendelkezesiinkre bocsatottak.

A két kombinécidbol szarmazd mintdkat centrifugéltuk, a feltliszot tomeényitettik
(Labconco-CentriVAP DNA Concentrator), majd ezeket és a sejteket is kilon kezeltiik
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merkaptoetanolt tartalmazo6 minta kezel6 pufferrel, majd 12%-0s gélen futtattuk. A Nivolumab
konny( lancanak mérete 23,38 kDa, mig a nehéz lancanak mérete 49 kDa kordili.

A 33-as abra a bioszimilaris Nivolumab expresszidjanak eredményét mutatja redukald
SDS-PAGE-n. Az abran a 2 és 3-as zsebekben a pOptiVEC-NivoHC és pcDNA3.3-NivoLC (1
transzfektalas), valamint 4 és 5-6s zsebekben a pOptiVEC-NivoLC és pcDNA3.3-NivoHC (2
transzfektalas) kombinaciobol szarmazd mintak futasanak eredménye lathato a 7. passzaléasbol.
55 és 70 kDa kozott megjelenik egy feherje sav és jellegzetesebb a sejtes mintaban. Az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a Nivolumab koénnyli és nehéz lanca is

megtalalhat6 az 1-es transzfektalas esetén.

5. Kovetkeztetések

Kutatasunkat a CORAX BIONER CEU antitest termeld sejtvonal fejlesztés
projektjének keretein bellll végeztik, amelynek célja a bioszimiléris Nivolumabot termeld
sejtvonal létrehozésa volt. A kutatds keretein bellil megvaldsitottuk két rekombinans vektor
megépitését. Ehhez el6szor a rendelkezésiinkre allo pcDNA3.3-MOCK vektorbol, sikeresen
Iétrehoztunk egy altalunk megtervezett, Notl restrikcios endonukleaz hasito helyet tartalmazo
plazmidot, pcDNA3.3-0O, amely a NivoHC kl6nozasahoz szilkséges. Az pcDNA3.3-O vektor
megeépitésének sikerességét kiilonbozo restrikcios endonukleazokkal vald emésztésének soran
ellendriztiik. A kiilonb6z6 kombinacioji emésztések eredményei arra engednek kovetkeztetni,
hogy sikeres volt a Notl hely bejuttatasa a vektorba Xhol és Agel helyek kozé.

Kovetkez6 1épésben megvalositottuk a pcDNA3.3-O-NivoHC és pOptiVEC-NivoHC
rekombinans plazmidokat szubklonozéast alkalmazva, ugyanis a szintetizaltatott NivoHC gén a
pGS-21a-NivoHC plazmidban Xhol és Notl restrikcios helyek kdzott talalhat. A rekombinans
vektorok létrehozasanak sikerességét Xhol és Notl enzimekkel ellendriztiik. Az emésztések
soran a rekombindns vektorokbol kihasadt a NivoHC méretének megfeleld méreti DNS
fragment.

Végso 1épésként az expresszio sikerességét SDS-PAGE mddszerrel végeztik, amely
alapjan arra a kovetkeztetesre jutottunk, hogy a Nivolumab koénnyii- és nehéz lanca is,
megfelel6 méretben termelédott, és megtalalhato a taplevesben és a sejtes mintaban is.

Végso kovetkeztetésként elmondhato, megvaldsitottuk a Nivolumab bioszimilarisanak
klonozésat, és a CHO DG44 sejtvonal alkalmas a Nivolumab bioszimilarisanak termelésére. A
kutatas tovabbi céljai kozé tartozik a termelt antitest tisztitasa és glikozilacidjanak vizsgalata.
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