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Kivonat

A korabbi kezelési normakhoz képest, mint a kemoterapia, sugarkezelés vagy a miitét,
a tumorellenes immunterapia jelentds javulast eredményezett a betegek szamara talélés, illetve
¢letmindség tekintetében, mara mar a rakgyogyitas 0j pillérévé valva. Az immunterapia f6
OsszetevOi a monoklonalis antitest (mAb) alapt kezelések, melyek egyike a legfontosabb
fejlesztés alatt 4llo biogydgyszerészeti termékeknek.

A monoklonalis antitestek kozvetlen iton célozzak meg a daganatokat, fokozva a tumor
ellenes T-sejt immun valaszokat az immun ellenérzOpont gatlasa altal. A biotechnologia
fejlodésének koszonhetden, a molekularis bioldgiai és a génsebészeti technikdk lehetdvé teszik
ezen monoklondlis antitestek termelését foként emlds expresszios (CHO, HEK293)
rendszerekben. Az eldallitott magas mindségli rekombinans fehérjék felhasznalhatoak human
terapias készitményként.

Kutatasunk célja az Ipilimumab, a daganatos betegségek kezelésénél, immunterdpiaban
alkalmazott immun ellenérzépont (CTLA-4) gatld6 monoklondlis antitest eldallitasa:
rekombinans DNS konstrukciok (pOptiVec/pcDNA3.3 Ipilimumab LC, pOptiVec/pcDNA3.3
Ipilimumab HC) tervezése, kotranszfektaldsa tranziens expresszioval human sejtvonalba
(HEK293).

A rekombinans DNS konstrukciok HEK293 sejtvonalba valé bejuttatasat CaCl, alapu
transzfekcidval valositottuk meg. A transzfekcidt kovetéen a HEK293 sejtvonalat 6 napon
keresztiil 37 °C-on 5%-0s CO2 koncentracio mellett inkubaltuk, majd a termelt antitestet SDS-
PAGE-el ellendriztiik.



Roviditések jegyzéke

AGE — Agaroz gélelektroforézis

APC — (Antigen Presenting Cell) Antigén Prezentald Sejt

Bp — Bazispar

CD — (Cluster of Differentiation) Sejt felszinen megjelend differencialodasi antigének
CHO - (Chinese hamster ovary) Kinai Csikos Horcsog Petefészek Sejtek

CTLA-4 — (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen 4) Citotoxikus T-Limfocita 4-es
Antigén Fehérje Receptor

DC — (Dendritic Cell) Dendritikus sejt

EMA — (European Medicines Agency) Eurdpai Gydgyszeriigynokség

ELISA — (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Enzimhez K&ttt Immunszorbens Proba
FDA — (Food and Drug Administration) Amerikai Egyesiilt Allamokban miik6dd
¢lelmiszerbiztonsagi szervezet

FPLC — (Fast Protein Liquid Chromatography) Gyors fehérje folyadékkromatografia

HC — (High Chain) Nehéz lanc

HEK293 — (Human Embryonic Kidney 293 Cells) Human Embrionalis Vesesejtek 293

Ig — Immunoglobulin

kDa — Kilodalton

LC — (Light Chain) Koénnyt lanc

mADb — (Monoclonal antibody) Monoklonalis Antitest

MALDI-TOF MS — (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry) Matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizaciods, repiilési idé mérésén alapulo
tomegspektrometria

MHC — (Major Histocompatibility) F6 Hisztokompatibilitasi Komplex

NK — (Natural Killer Cells) Természetes Oldsejtek

PCDNAS3.3-1piliHC — pcDNA3.3 Ipilimumab nehéz lanc gént tartalmazoé expresszios vektor
PCDNAS3.3-1piliLC — pcDNA3.3 Ipilimumab kdnnyt lanc gént tartalmazo expresszios vektor
PD-1 — (Programmed Death-1) Programozott halal-1 receptor

pOptiVec-IpiliHC — pOptiVec Ipilimumab nehéz lanc gént tartalmazo expresszios vektor
pOptiVec-IpiliLC — pOptiVec Ipilimumab konnyt lanc gént tartalmazo expresszios vektor
SDS-PAGE — (Sodium-dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) Natrium-dodecil-
szulfat poliakrilamid gélelektroforézis

TCR — (T-cell receptor) T-sejt receptor



1. Irodalmi attekintés

1.1. Bevezeto

Az elmult évtizedben gyors ¢és dramai valtozasokat tapasztaltunk a rékos
megbetegedések kezelésében, egyre szélesebb korben elterjedté valtak az immunterapias
gyogyszerek alkalmazasai. Napjainkban a monoklondlis antitest alapi immunterapiat a
legfontosabb rakterapias eljarasok kozé soroljak, a miitét, sugarkezelés és a kemoterapia mellett
(Sun és mtsai., 2020; Zahavi és Weiner, 2020).

Az immunterdpia a rdk immun feliigyeletének (immunosurveillance) koncepcidjan
alapul, ez az immunrendszer tumoros sejtekre valo valaszanak egyik formaja, amely soran a
tumoros sejtek elpusztulnak. Egy masik kimenetele az immunrendszer és a rdkos sejtek
taldlkozésanak egy egyensulyi allapot kialakuldsa, amely soran a tumort nem sikeriil teljes
mértékben elpusztitani, de a ndvekedésiik ledll. A legrosszabb esetben, ha a tumorsejtek
felismerése sikertelen, tumorprogressziorol beszélhetiink (Tiirk és Rajnavolgyi, 2017).

A rak terdpias kezelése érdekében régota foglalkoznak az immun valasz felerdsitésével.
Az egyik f6 korlat a rak elleni immunvalasz beinditasdban, hogy az immunrendszer jelentds
eréfeszitéseket kell tegyen a sajat tal-miikodése ellen, amely kart tehet az egészséges
szovetekben is. Ezt az elonyt kihasznilva a rdk képes ,elrejtdzni”, az autoimmunitas
elkeriilésére hasznalt 1mmun menekiilési mechanizmusoknak kdszonhetden. Ilyen
mechanizmusok koz¢ tartozik az immunsejt—intrinsic ellendrzd pontok eltéritése, melyet a T-
sejtek aktivacioja indukal. Egyik ilyen ellenérzépont a CTLA-4 (Citotoxikus T-Limfocita 4-es
Antigén Fehérje Receptor), gatlasaval javulast értek el attétes melanoméaban szenvedd betegek
kezelése soran (Ribas, 2012).

A CTLA-4 egy 223 aminosavbdl allo fehérje, amely az immunglobulin szupercsaladhoz
tartozik, T-sejt medialt citotoxicitassal tarsul. A CTLA-4 fontos immun ellenérzépont (immune
checkpoint), amelyek az immunrendszer miikodésének szabdlyozasaban (negativ regulator) és
az autoimmun reakcidok kivédésében jatszik szerepet. Negativ regulatorként a tolerancia
fenntartasaért a tumoros sejteket felismerd és elpusztité T-limfocitdkra is gatld jeleket kiild
(Camacho, 2015; Szekanecz és Szekanecz, 2019).

Az onkoldgidban fontos mérfoldkoveket értek el az immun ellenérzépont-gatlo terapia

alkalmazaséval, tobbek kozott a CTLA-4 gatld Ipilimumab hasznalatdval, amelyet melanoma
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kezelésben alkalmaznak. Az immun ellenérzopont-gatld ellenanyagok hatasukat nem a rakos
sejtekre fejtik ki, hanem magara a gazdaszervezet immunrendszerére (Szekanecz és Szekanecz,
2019).

Az Ipilimumab egy IgG: tipustt human monoklonalis antitest, amely a CTLA-4 gatlas
hatasara fokozott T-sejtes indukcidhoz €s a naiv sejtek szamanak a csokkenéséhez vezet, ezaltal
aktivalja az immunrendszert (Camacho, 2015).

A monoklonalis antitestek gyartasara leggyakrabban emlés CHO (Chinese hamster
ovary, Kinai Csikos Horcsog Petefészek Sejtek), illetve human HEK293 (Human Embrionalis
Vesesejtek 293) sejteket hasznalnak gazda szervezetnek, mivel képesek a megfelelé mennyiség
termeltetésére, amely feliilmul néhany mikrobialis rendszert is és képes az emberhez hasonlo
glikolizaciora, poszttranszlacios folyamatokra (Chng és mtsai., 2015; Hunter és mtsai., 2019).
Minden IgG molekula 2 azonos nehéz lancu (HC) és 2 azonos konnyti lanct (LC) polipeptidbdl
all. A monoklonalis ellenanyagot termeld sejtvonal eldallitasa a HEK293/CHO sejtek
transzfektalasaval kezdddik, amely soran a transzfektalt vektorok hordozzak a konnyii- nehéz

lancokat és a szelekcios marker géneket is (Chng és mtsai., 2015).

1.2. Immunterapia

Onkologia terén lényeges eldrelépést sikeriilt elérni, az immunterapiai orvoslas
felviragzasaval, hisz a betegek tumorellenes immunvélaszanak erdsitésével latvanyos
eredmények érhetdek el. Az immunterapia kezelések fellendiiléséhez, illetve human alkalmazas
engedélyeztetéséhez hosszl Ut vezetett, az els@ aktiv rdkellenes immunterépiat William B.
Coley 1898-ban hajtotta végre, azdta az immunoldgia nagyméretli fejlédésen esett at. Coley
tobb mint ezer daganatos beteget kezelt €10, meg inaktivalt baktérium injekcid keverékével,
ugynevezett “Coley’s toxin-al (példaul Streptococcus pyogenes, Serratia marcescens
baktériumokkal), abban a reményben, hogy erdés immun és daganatellenes valaszreakciokat
idéz eld. Kisérletét igazolva sikertilt tartds remissziot elérnie tobb rosszindulati daganatos
betegségben, tobbek kozott szarkéma, limfoma ¢és hererdk esetében. Azonban a
hatdsmechanizmus ismeretének hidnyaban, valamint a betegek patogén baktériumokkal vald
szandékos megfertézése kovetkeztében fellépd magas kockazat miatt a 20. szdzadban az
onkoldgusokat arra késztette, hogy alternativ kezelési modként a mutétet és a sugarterapiat

fogadjak el (Fésiis, 2017; Esfahani és mtsai., 2020).
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A korébbi standard ellatasokhoz képest, mint az agressziv kemoterapia, a sugarkezelés,
illetve a miitét altali tumoros sejtek elpusztitdsa helyett az orvosok, kutatok igyekeztek a
kezeléseket az immunvalasz felerdsitésével kiegésziteni, amely csokkentett toxicitassal, €s
nagyobb hatékonysaggal jarhat (Fésiis, 2017; Esfahani és mtsai., 2020).

Leghatékonyabb immunterapia a monoklonalis ellenanyag vagy immun ellendrzépont-
gatl6 terapia, melyeknek alapja a tumorellenes aktivitas fenntartasa. Ilyen immun ellendrzépont
a CTLA-4, illetve a PD-1 (Programmed Death-1 Receptor, Programozott halal-1 receptor) is
(l.tablazat). Ezek az immunrendszer fontos szabdlyozd molekulai, részt vesznek az
immunrendszer miikodésének €s egyenstlydnak a kezelésében azaltal, hogy kontrollaljak a T-
sejtek aktivalodasat tovabba effektor funkcidjat (Calabrese és mtsai., 2018; Szekanecz és
Szekanecz, 2019).

Habar a monoklonalis antitest terapia sikeresnek bizonyult a rak kezelésében, a klinikai
rezisztencia kialakulasa tovabbra is komoly problémat jelent (Sun és mtsai., 2020; Zahavi és

Weiner, 2020).

1. tablazat: Néhany jelent6s immun ellen6rzOpont gatld terapias mAb; EMA — (European Medicines
Agency) Europai Gyogyszeriigynokség; FDA — (Food and Drug Administration) Amerikai Egyesiilt

Allamokban miik6d élelmiszerbiztonsagi szervezet (Sun és mtsai., 2020; Zahavi és Weiner, 2020)

Immun Célpont | Ellenanyag Indikacio (engedélyezés éve)
ellenérzépont izotipusok
gatlok
Ipilimumab CTLA-4 | Huméan IgG: Melanoma (2011 FDA, EMA)
Veserak (2018 FDA, EMA)
Nivolumab PD-1 Human IgG, Melanoma; Kissejtes horgérak
Veserak; Fej-nyaki laphamrak (2014 FDA, 2015
EMA)
Pembrolizumab PD-1 Humanizalt Melanoma
19G1 Fej-nyaki laphamrak (2014 FDA, 2015 EMA)
Avelumab PD-L1 | Human IgG: Merkel-sejtes karcinoma (2017 FDA, EMA)
Atezolizumab PD-L1 | Humanizalt Nem kissejtes horgorak
19G1 Urothelialis karcinoma (2016 FDA, EMA)
Durvalumab PD-L1 | Human IgG: Urothelialis karcinoma (2017 FDA, - EMA)
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1.3. Immun ellenérzépont

Az emberi szervezet immunrendszerének harom f6 rendeltetése van: a sajat szerkezetek
védelme, a sajat és idegen komponensek elkiilonitése, tovabba a tumoros sejtek ndvekedésének
gatlasa. Az immunrendszeriink idegen anyagok felismerésében, valamint az elleniik iranyuld
védekezésben két fO utvonal jatszik szerepet: a természetes (velesziiletett), illetve az adaptiv
(szerzett) immunitds. A természetes immunrendszer egy elsddleges, gyors és nem specifikus
immunvalasszal reagal foként fertdzések elleni védekezd mechanizmus soran. Lezajlasat
kovetden nem alakul ki immunoldgiai memoria. A természetes immunrendszer kulcsfontossaga
résztvevoi a szoveti faldsejtek, mint példaul a makrofagok és a granulocitdk, a természetes
6losejtek (NK), illetve a dendritikus sejtek (DC). Ezzel szemben az adaptiv, vagyis a szerzett
immunitas késleltetett, antigén specifikus reakcid. Az adaptiv immunvalasz résztvevéia T és B
limfocitak, lezajlasukat kovetéen immunologiai memoria alakul ki (Fésiis, 2017; Kiss, 2019).

A meggy0z6 daganatellenes immunvalasz kialakulasdhoz szamos komponensre van
szlikség, melyet 0Osszességében tummorimmunitdsi ciklusnak nevezziik. A tumorsejtek
keletkezési helyén a periférids szovetekben daramlo antigénprezentald sejtjei (APC)
feldolgozzak a daganatos sejtek kijutasabol eredd fehérjéket, illetve eljuttatjak a
nyirokrendszeren keresztiil a nyirokcsomodkba, ahol a {6 hisztokompatibilitdsi komplex
molekuldkon (MHC) keresztiil kostimulacids reakciok kiséretében bemutatjdk a varakozo T-
sejteknek. A T-sejtek aktivacidja, illetve ebbdl adodoan klonalis szaporodasuk bekovetkezik,
ezt kovetden a véraramon keresztlil a daganatos szdvetbe jutnak, ahol a felismert daganatos
sejteket eliminaljak miutdn tumorspecifikus effektor, és memoria T-sejtekké alakultak.
Optimalis feltételek mellett ez a folyamat pozitiv visszacsatoldsi mechanizmust idéz eld, az
elpusztult tumoros sejtekbdl kidramlo antigének ujabb T-sejt aktivaciot okoznak. Tehat a T-
sejtek a tumorellenes immunvalasz f6 komponensei, mennyiségiik, taltermelésiik az immun
ellendrzési pontok altal vannak szabédlyozva. Az immun ellendrz6pontok fenntartjak a szervezet
homeosztazisat mivel, ha az immunrendszer hosszabb ideig van aktivalva megtamadhatja az
egészséges szoveteket is, ez okbol karosodast okoz (Fésiis, 2017; Kiss, 2019; Zahavi és Weiner,
2020).

Ilyen immun ellendérzési pont a CTLA-4 T-sejt fehérje receptor, amely az immunvalasz
negativ szabalyozasan keresztlil immun ellendrzd pontként miikddik. Negativan szabalyozza a
T-sejtek altal kdzvetitett immun vélaszokat azaltal, hogy a nyirokcsomdkban a T-sejt aktivaciot

a kezdeti fazisban blokkolja (Kiss, 2019; Pistillo és mtsai., 2020).
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1.4.  Monoklonalis ellenanyagok szerkezete

Az antitestek az immunoglobulin (Ig) szupercsaladba tartozé nagy glikoproteinek,
feladatuk az idegen antigének felismerése, semlegesitése és a tovabbi immunvalasz kivaltasa.
Alapszerkezetiik két Y alakti nehéz és két konnyti lancbol tevédik dssze diszulfid kotések altal.
Az Y aganak mindkét csucsan a Fab koto fragmens (Fragment antigen binding) talalhaté, amely
az antigén felismeréséért felelds. A monoklonalis antitest Y szerkezetének aljan helyezkedik az
Fc (Fragment crystallizable) régio, szerepe az antitest €s az immunrendszer mas komponensei
kozott kdlesonhatasok kozvetitése (lasd 1. abra). A nehézlanc tipusai alapjan az antitestek ot
kiilonbozé osztalyba sorolhatoak: IgA, IgD, IgE, IgG, és IgM. Az IgG tipusi monomer
immunoglobulin a leggyakrabban hasznalt forma az antitest terapidban, mivel kdlcsonhatasba
Iépnek a hozzajuk kapcsolodo FeR tipussal, az FeyR-rel (Psimadas és mtsai., 2012; Zahavi és
Weiner, 2020).

Kapocsrégi6

N termindli Variabilis régio

Fab domén
Konnyi lanc
o)

Konstans régio

Fc domén
Nehéz lanc

(HC)

C terminalis

1. abra: Monoklonalis antitest szerkezete és 6sszetevoi. C terminalis: effektor funkcidk aktivalasa,
immunvalasz; N terminalis: antigén kot6, felismer6 régié (Saeed, 2016; Lacouture és mtsai., 2014;

Lisi és mtsai., 2022; Biorender.com segitségével szerkesztve)

Antitestek esetében a monoklonalis antitestek mellett még egy tipusrol beszélhetiink, a
poliklonalis antitestek csoportjarél, mely eltér specificitds, illetve affinitds alapjan. A
poliklondlis antitestek tobb kiillonb6zé immunsejt felhasznalasaval késziilnek, egy antigén tobb
epitopjat is felismerni, szamos klon termeli. Ezzel szemben a monoklonalis antitestek olyan
ellenanyagok, amelyek kizardlag egyetlen epitdp felismerésére képesek, vagyis egyetlen B

limfocita klonbdl szarmaznak. Azonban a monoklondlis ellenanyagok terapias célokra
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alkalmasabbnak bizonyulnak a homogenitasuk, egyetlen epitopra vald nagyfoku specificitdsuk

¢s alacsony foku kereszt aktivitasuk miatt (Lipman és mtsai., 2005; Singh és mtsai., 2020).

1.5. Monoklonalis ellenanyagok hatasmechanizmusa

Az FDA Aéltal els6ként engedélyezett rak immunterapiaban hasznalatos monoklonalis
antitest az Ipilimumab (1. tablazat), amely immun ellenérzépontot blokkol, pontosabban a
CTLA-4-et (lasd 2. abra), T-sejt aktivaciét és a naiv sejtek szamanak csokkenését
eredményezve, ezaltal javulast értek el attétes melanoma elleni alkalmazasa soran (Araujo és

mtsai., 2015; Kiss, 2019).

T-sejt aktivalas T-sejt gatlas T-sejt aktiv marad

T-sejt T-sejt T-sejt

CTLA-4
CD28

L jel TCR cD28 11 jel TCR CTLAA

MHCﬂ | cpsocoss MHCV“ CDB0/CD86

N s

w

APC QBD APC < @
//\)

2. dbra: T-sejt aktivacio és gatlas a CTLA-4 altal. Az Ipilimumab a CTLA-4-hez kotédik és
blokkolja a CTLA-4, illetve ligandumjai a CD80/CD86 ko6zotti kolesonhatast, ezaltal aktiv marad

a T-sejt (Lacouture és mtsai., 2014; Lisi és mtsai., 2022; Biorender.com segitségével szerkesztve)

A 2. dbran is lathato, miképpen a teljes T-sejt aktivaciohoz két jel sziikséges, az elsét a
tumor antigén és a f6 hisztokompatibilitasi komplex kotédése valtja ki a T-sejt receptor (TCR)
kapcsolatan keresztiil. A masodik jelhez pedig a CD80/CD86 (B7) ligandum illetve a CD28
receptor kozotti kapcesolodas, ugynevezett kostimulacio sziikséges. A CTLA-4 T-sejt receptor
a B7/CD28-csalad tagja, ennélfogva nagyobb affinitasa kovetkeztében a T-sejt aktivacidhoz
szikkséges B7/CD28 kapcsolatot megakadalyozza, ugyanakkor ez a kapcsolat nem vezet
aktivald szignalokhoz, a T-sejt nem aktivalodik (Lacouture és mtsai., 2014; Lisi és mtsai.,
2022).
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1.6. Antitestek gyartasa

A monoklonalis antitesteket a dominans csoportjat képezik a huméan terapidban hasznalt
rekombinans fehérjéknek. Szamos alkalmazasi lehetdséggel rendelkeznek sejtbiologia,
immunolodgia, biotechnologia és gyogyszergyartas teriiletén. A gyartas technoldgia fejlddése, a
genetikai manipuldcio és a molekularis biologiai technikdk elérhetdsége, lehetdvé tette a
rekombinans hibridoma sejtvonalak létrehozasat a tobbé kevésbé meghatarozott ¢és
differencidlatlan sejtek helyett. Az 1970-es évek kozepén az antitestek kereskedelmi sikerének
alapjait Kohler és Milstein fektette le, akik monoklondlis antitestek eldallitasa céljabol
kifejlesztették a B-limfocitdk immortalizdlasanak modszerét, a hibridoma technologiat. Egér
hibridémat alkalmaztak, a hibriddémak olyan immortalizalt, tehat halhatatlan sejtvonalak,
amelyek korlatlan osztddast biztositdé mieloma sejtek €s antitest termelésre képes egér 1épsejtek
kovetkezd antigénekre specifikus monoklonalis ellenanyagokat termelnek, azonban a termelt
antitesteket kinyerik a tdpoldatbol. Az immunvalaszok ellenben nem elegenddek az egerekben,
aminek kovetkeztében alacsony affinitasti vagy nem specifikus (elsé generacios) mAb-okat
eredményeznek (Kunert és Reinhart, 2016; Saeed ¢és Saeed, 2016; van der Schoot és misai.,
2019).

A monoklonalis antitestek eldallitdsdnak egy masik modszerét, a fag megjelenitési
(Phage display) technologiat, el6szor G. Smith 1985-ben mutatta be mely éltal hatékonyan,
gyorsan azonosithatéak a peptidek vagy az antitest fragmentum (mint példaul a Fab-0k).
Gregory P. Winter 1990-ben tovabbfejlesztette, fagjelzett antitest konyvtarat alkalmazott a
fagjelzett antitestek izolalasdhoz és kimutatdsara. Ezen technikak alapjan kifejlesztették az elsd
teljesen human, terdpias antitestet, az Adalimumab-ot, egy tumor nekroézis faktor (TNFa)
ellenes humén antitestet, amelyet 2002-ben az FDA reumatoid artritisz kezelésére jovahagyott
(Saeed és Saeed, 2016; Mahmuda és mtsai., 2017; Wang és mtsai., 2022).

Mivel a teljes hossziisagli antitestek (150 kDa) glikolizaltak eldallitasukra
gazdaszervezként jelenleg az emlds sejtvonalakat részesitik elényben, amelyek lehetévé teszik
az emberhez hasonld N-glikozilaciot. Ezzel szemben hatranyuk a biologiai feldolgozas és a
1épték ndvelés (scale up) tekintetében észlelhetd, mely hossza feldolgozasi 1d6t, illetve magas
koltségeket eredményez. A mikroorganizmusok konnyli tenyésztésbdl és kezelésébol

kifolyolag harom f6 mikrobidlis expresszids rendszert alkalmaznak antitestek, antitest
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fragmentumok el6allitasara: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, tovabba Escherichia
coli (Spadiut és mtsai., 2014; Kunert és Reinhart, 2016).

A rekombinans mAb-ok kifejezddéséhez legjelentdsebb emlds gazdasejtvonalak a
CHO, az egér mieloma sejtek (NSO, Sp2/0), illetve a HEK293 human sejtvonal mint expresszids
rendszerek. Tobb szdz kiilonb6zé emlds sejtvonal elérhetd, illetve jelentés erdfeszitéseket
ellenére a két legmegbizhatobb sejtvonal tovabbra is a CHO és HEK293. A HEK293 sejtvonal
kifejlesztése human embriondlis vesesejtek adenovirus toredékével torténd transzformalas
soran valosult meg, eredményeképpen egy olyan sejtvonal jott Iétre, amely gyorsan szaporodik
¢s konnyen transzfektalhato. Széles korben alkalmazzdk foként kutatasi célu fehérjék
eldallitasara, ugyanakkor a kozelmultban 6t HEK293 sejtekben eldallitott terapias készitmény
engedélyezett az FDA és az EMA, mindemellett ezen termékek szdma folyamatosan novekedik.
célra hasznalt rekombinans fehérjét ebben az emlds gazdaszervezetben termeltetik, ugyanis
képesek magas termelékenységre, alkalmazkodnak kémiailag meghatarozott kozegekhez,
illetve jellemzéen nem hoznak Iétre artalmas termék valtozatokat. Mindkét sejtvonal
fenntarthatd adhézios, vagy szuszpenzids tenyészetekben, habar a szuszpenzids tenyészetek
kedveltebbek a 1épték novelés, illetve a konnyli kezelhetdség miatt. Ezen szuszpenzids sejteket
sikeresen hasznaljak bioreaktorokban, amelyek rendelkezésre allnak 10 mL-tdl tobb ezer literig
is, ugyanakkor magas foku sterilitast és karbantartast igényelnek. Az Ipilimumab
immunterapias mAb eldallitdsa is foként CHO sejtvonalban torténik, kereskedelmi
megnevezése Yervoy (Dumont és mtsai., 2016; Kunert és Reinhart, 2016; Hunter és mtsai.,
2019; Pulix és mtsai., 2021).

A mAb-ok elballitasahoz tovabbi kritikus fontossagti komponensek az expresszios
vektorok, mas néven expresszios konstrukciok, mivel ezek olyan hordozéeszk6zok, amelyek
segitségével a kivant fehérjét kodolod gén a célsejtbe, vagyis a gazdaszervezetbe juttathato. Ezen
vektoroknak tartalmazniuk kell azokat az alapvetd elemeket, amelyekkel a sejt felismeri a DNS-
t, illetve indukalja a transzkripciot és transzlaciot a kivant fehérje kifejezddése érdekében. Ilyen
elemek kozé tartozik a promoter, a poli- vagy multiklénozo hely, transzkripcié terminacios
szekvencia (3°’UTR) amely egy poliadenilaciés szignal (polyA) szekvenciat tartalmaz, illetve
egyéb elemek kozé tartoznak az enhancerek, intronok, szelekcios markerek és a replikacios
origdk is. A fehérje kifejezOdése torténhet tranziens (4tmeneti) €s stabil modon, mindkét
modszer a cél DNS sejtekbe juttatasat igényli. A tranziens expresszid sordn a vektor soha nem

integralodik a sejt genomjaba, ebbdl kifolyolag a projekt korai szakaszdban ezt a modszert
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részesitik elonyben mivel a fehérjét gyorsan €s alacsonyabb koltségekkel képes kifejezni. Ezzel
szemben a stabil expressziot magas hozam elérése érdekében alkalmazzék (Bandaranayake és
Almo, 2014; Hunter és mtsai., 2019).

Az eldallitani kivant fehérje génjét hordozéd expresszios vektorok transzfekcidjahoz
szamos modszer all rendelkezésre mely kivalasztasa fiigg a gazdasejt tipusatol, illetve a fehérje
termelés mennyiségétol. Foként kémiai, fizikai és virus altali transzfekciés modszereket
kiilonboztethetiink meg. A kémiai mddszerek soran a DNS bejuttatasa vegyi anyag segitségével
torténik, ezek koziil széles korben CaClx-ot vagy a DEAE-dextrant hasznaltak, mivel
gazdasagos, azonban alacsony transzfekcios hatékonysaggal bir, toxikus lehet a sejtekre nézve
¢s nem mindegyik alkalmas stabil sejtvonal létrehozasara. Ebbdl kifolyolag a kationos lipidek
(mint példaul Lipofectamine, FreeStyle Max Reagent) nagyobb népszertiségnek orvendenek,
novelt hatékonysaganak, valamint szamos sejt tipus transzfektalasra vald alkalmazhatdsaguk
miatt. A fizikai transzfekcidos modszerek koz¢ az elektroporacid, a kdzvetlen injekcio és a lézer
alapu transzfekci6 sorolhatd, azonban kevesebb mennyiségek esetén hatékonyak, illetve
koltséges berendezéseket igényelnek. Harmadik modszer tipus a virus vektorrendszerek
hasznélata altal valosul meg, habar kockdzatossdga miatt nem engedélyezett klinikumban
alkalmazott rekombinans fehérjék eldallitasara (Dumont és mtsai., 2016; Hunter és mtsai.,
2019).

1.7.  Monoklonalis antitestek piaca

Monoklonalis antitestek alkalmazésa terén az attorés 2011-ben vette kezdetét amikor az
FDA els6ként engedélyezte az Ipilimumab (ldasd 1. tablazat), immun ellendrzOpont-gatlo
kezelések alkalmazésat attétképz0 melanoma esetében. Alig egy évtized alatt a mAb-ok és
ehhez kapcsolodo terapids szerek folyamatosan novekedtek, mig a biogyogyszerészeti piacon
dominans termékké nem valtak. 2018-ban a monoklonalis antitestek 0sszesitett piaci értéke
107,7 milliard euro, figyelembe véve a ndvekvd titemet 2025-re elérheti a 280 milliard eurot.
2020 augusztusaig mért adatok szerint az Egyesiilt Allamokban és Eurdpaban 97 terdpias mAb
készitményt engedélyezett az EMA, illetve az FDA, emellett szamtalan fejlesztésben 1évo

monoklonalis antitest talalhato meg (Esfahani és mtsai., 2020; Carrara és mtsai., 2021).
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2. Célkitiuzes

Az eddig kifejlesztett immunterapidban alkalmazott készitmények tobbségét CHO és
egér mieloma sejtvonalak felhasznalasaval allitjdk eld, ugyanakkor a megfeleld
poszttranszlacids modositasok jelenléte miatt a kutatdsok a humdn sejtvonalban torténd
eldallitas fele 6sszpontosulnak. Mivelhogy az emlds sejtekben torténd expressziora még nem
all rendelkezésre univerzalis stratégia, a kutatok gyakran kiizdenek a megfeleld eljaras
kifejlesztésével a szamtalan rendelkezésre 4ll6 modszer, illetve eszk6z haszndlataval.

Jelen kutatas célja az Ipilimumab rekombindns fehérje, mint immunterapidban
alkalmazott monoklonalis antitest eldallitasa tranziens expresszioval HEK293 human
sejtvonalban.

A transzfekciohoz sziikséges Ipilimumab kdnnyti és nehéz lanc génjét tartalmazo vektor
konstrukciok (pOptiVec/pcDNA3.3 Ipilimumab LC/HC) ellendrzése: a megfelelé klonok
kivélasztasara alkalmazott kolonia PCR, agar6z gélelektroforézis, plazmid izolalas, illetve
restrikcids endonukleaz emésztéssel.

A megfeleld konstrukcidk kivalasztasat koveti az idegen DNS befogadasara
(kotranszfekciora), valamint a rekombinans fehérje kifejez0dését megvalositdo gazdaszervezet,
a HEK293 humén sejtvonal el6készitése, melynek célja az optimalis sejtszdm elérése a
megfelel6 tapoldat és tenyésztési koriilmények biztositasaval. Ezen folyamattal parhuzamosan
célunk olyan vektor mixeket el0késziteni, amely soran vizsgalhato, hogy a két vektorban kiilon-
kiilon klonozott konnyti/nehéz lanc gének mely kombinacidja eredményez magasabb hozamot.
A termel6dott antitest kimutatasat SDS-PAGE  (Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézis) modszerrel mutatjuk ki.

A kutatas 6 célja kozé tartozik az Ipilimumab immun ellenérzépont gatlo terapids
rekombinans fehérje termelésének optimalizdldsa humén sejtvonalban. A rekombinans DNS
konstrukciok eldallitdisa az ANTICORP (POC/161/6/3) projekt keretében valdsult meg. Jelen
kutatasi munka nem képezi targyat a projektben foglalt munkafolyamatoknak, mint egy

alternativat vizsgal eltéré emlds gazdasejtben valo eldallitasra.
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3. Anyagok és modszerek

A rekombinans konstrukciok ellenérzésétdl és in silico tervezésétdl, a gazdaszervezet
transzfektalasatol a termelddott fehérje kimutatasdig a felhasznalt anyagokat, tovabba az
alkalmazott modszereket ezen fejezetben ismertetjiik részletesen. A teljes kutatasi
munkafolyamatot a 3. dbra szemlélteti.

A kutatas els6 fazisaban a monoklonalis antitest (Ipilimumab) human sejtvonalban
torténd termeléshez kivalasztottunk két expresszios rendszert, a pOptiVec illetve a pcDNA3.3
vektorokat, melyekbe a monoklonalis antitest két kiilonbdzd polipetidlancat, a konnyt (LC —
Light chain) és a nehéz lanc (HC — Heavy chain) régi6 bejuttathatd. Az expresszids rendszerek
transzformacidja E. coli gazdasejtbe tortént mindkét vektor esetében. Ezen kultarak koziil a
megfeleloket kolonia PCR alkalmazasaval valasztottuk ki, melyeket izolaltuk. A plazmid
izolalas sikerességét pOptiVec vektor esetében Ncol, pcDNA3.3 vektor vonatkozasaban pedig
Agel, Agel+Ndel restrikcids emésztésekkel allapitottuk meg.

A monoklonalis antitestek génjét tartalmazé DNS konstrukcid befogadasara és annak
expressziojara képes gazdasejtet, a HEK293 human sejteket eldneveltiik megfelelé médium
hasznalataval (DMEM, 1% Penicillin-Streptomycin komplex, 10% FBS, 2 mM Glutamin),
optimalis tenyésztési koriilmények kozott (37°C 5% COq inkubator). A sejtek novekedését
inverz mikroszkop alatt kovettiik nyomon, tovabba a gazda sejtekkel torténé minden miiveletet
magas fok sterilitas betartasaval, I1. tipust biztonsagi laminaris fiilke (Herasafe, ThermoFisher
Scientific) alatt, steril eszkozokkel végeztiink.

A kutatas soran a két konstrukcid parbol 4 eltéré LC-HC régiokkal torténd kombinaciot
(DNS mixet) vizsgaltunk, amelyeket kiilonb6zé mennyiségekben juttattunk a sejtekre. A
transzfekcid kivitelezéséhez mixenkét 6-6 pg DNS mennyiségre volt sziikségiink, a DNS
koncentracid6 meghatarozasa Qubit késziilék (Qubit Fluorometer, Life Technologies)
segitségével valosult meg. Mind a 4 kombinacio esetén két-két kiillonb6z6 koncentracid mellé
egy kontroll csoportot tarsitottunk. A transzfekcio idOtartama 6 nap volt, amely alatt 37°C 5%
CO: tartalmu inkubatorban taroltuk a sejteket. Az inkubacids id6 lejarta utan a vizsgalt
koriilményenként leszedtiik a feliiliszot, utana PBS oldattal mostuk, (1x) Tripszin-EDTA oldat
hasznélataval a lemez feliiletére letapadt sejteket felvettiik. Centrifuga csovekbe begytjtottiik
egyenként a sejtkultirakat és centrifugaltuk 5 percig 120 g-n. A pelletet felszuszpendaltuk 150
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pL A pufferben (20 mM MOPS; 100 mM NaCl) ¢és felhasznalasig kriotubusban -80°C-on
taroltuk.

Az expresszalt monoklondlis antitest kimutatasat SDS-PAGE eljards segitségével
veégeztiik. A minta el6készitését SDS mintakezeld festékkel, 5 perc 98°C-on 1évd fozéssel és 5
perc 18000 rpm-en torténd centrifugalassal valositottuk meg. A termel6dott monoklonalis

antitest régiok 23,45 kDa (LC — konnyti 1anc), illetve 49,25 kDa (HC — nehéz lanc) nagysagban

varhatoak.
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3. abra: Ipilimumab monoklonalis antitest eldallitasa emlds sejtvonalban, jelen kutatasi munkat a
bekeretezett 1épések szemléltetik (Biorender.com segitségével szerkesztve)
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3.1.  Felhasznalt anyagok, alkalmazott eszkozok és berendezések

Az Ipilimumab expresszidjanak vizsgalatdhoz 4 rendelkezésiinkre bocsajtott
konstrukciot (ligalasi terméket) kellett ellendrizniink. Az Ipilimumab LC és HC régidja kiilon-
kiilon klonozva a pOptiVec ¢és pcDNA3.3 vektorban, eredményezte a kovetkezo
konstrukciokat:

- pOptiVec-IpiliLC
- pOptiVec-IpiliHC
- pcDNA3.3-IpiliLC
- pcDNAZ3.3-IpiliHC

Ezen konstrukcidk kimutatasa kolonia PCR-rel tortént, a 2. tablazatban feltiintetett

primerek segitségével.

2. tablazat: Ipilimumab expresszioja soran hasznalt primerek és tulajdonsagaik (bp -

bazispar)
Primer (10 pM) Szekvencia Amplikon Amplikon
pOptiVec pcDNA3.3
Np Ipili LC fw GGCCGCCATGAAGTGGGTGA
708 bp 709 bp
Cp Ipili LC rev | TCAACACTCGCCTCTATTGAAGGAC
Np Ipili HC fw GGCCGCCATGACTCGACTAAC
1410 bp 1411 bp

Cp Ipili HC rev TCACTTGCCAGGGGACAAAG

A kolonia PCR végrehajtasahoz sziikséges komponensek: Taq polimeraz, (10x) Taq
Puffer (NH4)2S0s-al, 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP mix (ThermoFisher Scientific); tovabba
ultratiszta viz (up H20).

A PCR termékek, konstrukciok ellendrzése gélelektroforézissel: Agardéz (Sigma); 1x
TAE (Tris-acetat-EDTA: 0,4 M Tris acetat, Sigma; 0,01 M EDTA, Merck) puffer; GeneRuler
1 kb plus molekulasuly Iétra (ThermoFisher Scientific), 6x LD (Loading Dye, ThermoFisher
Scientific) felvive festék; RedSafe (LiliF Diagnostic Products; 20000x), detektdlashoz

sziikséges DNS kotd fluoreszcens festék.

17



Az Ipilimumab LC és HC régiok izolalasahoz, illetve ellendrzéséhez sziikséges plazmid

izolalo kit, és restrikcids nukleaz enzimek: Plazmid izolalo kit, ZR Plasmid Miniprep - Classic
kit (Zymo Research); Ncol, Agel, Ndel, Smal (10 U/uL), (10x) Tango puffer, (10x) Orange
puffer (ThermoFisher Scientific); Smal (10 U/uL), (10x) rCutSmart puffer (BioLabs)
Tovabbi eszkdzok és berendezések: 1000 pL, 200 uL és 10 uL mikropipettak, steril pipetta
hegyek; 1,5 mL centrifuga tubusok; PCR mikrocentrifuga tubusok; 50 mL centrifuga tubusok;
Steril Ampicilines tapagar, Petri-csészék; Laminaris elszivofiilke (Vertical 700 laminar flow,
Asalair); Centrifuga (Mikro 22R, Hettich; Z 200A, Hermle); Vortex kavaré (Wizard, Star Lab);
Réz6 inkubator 37°C (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan); Inkubator 98°C (Thermo
Shaker TS-100, Biosan); Thermocycler PCR késziilék (Swift MiniPro, Esco); Gélelektroforézis
késziilék (PowerPac Basic, Bio-Rad); pH mérd (Orion Star A111, ThermoFisher Scientific);
UV - transzilluminator (TFX-20.MC, Biotech)

Az Ipilimumab monoklondlis antitest konnyli és nehéz lancénak génjét hordozo
vektorok befogadasara képes HEK293 human sejtvonal a Pécsi Tudomanyegyetem ajandéka.
A transzfekcidhoz sziikséges oldatokat steril koriilmények kozott sziirtiik (0,22 pm):

1. 50 mL A puffer (20 MM MOPS; 100 mM NacCl)
2. 50 mL (2x) HBS (HEPES Buffered Saline) puffer; pH 7,24 (281 mM NaCl; 100 mM

HEPES; 1,5 mM Na;HPO.)

3. 50 mL CaCl;oldat (2,5 M CaCl,)
4. 50 mL 0,1x TE (Tris-EDTA) puffer; (10 mM Tris pH 8; 1ImM EDTA pH 8)
5. 500 mL PBS puffer; pH 7,4 (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8 mM NaxHPOs; 2 mM

KH2POg4)

A sejtek megfeleld tenyésztési koriilmények biztositdsdhoz DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Lonza) tapoldatot alkalmaztunk, kiegészitve 2 mM L-Glutaminnal
(Gibco), 10% FBS-el (Fetal Bovine Serum, Gibco) és 1% Penicillin-Streptomycin oldattal (100
U/mL; Sigma). A passzalas soran (1x) Tripszin-EDTA (Gibco) oldatot alkalmaztunk, mig a
sejtek fagyasztasat 5 %-0s DMSO (Dimetil - szulfoxid; Sigma) tartalmu tapoldatban végeztiik.

Az Ipilimumab transzfekcidjdhoz sziikséges eszkdzok és berendezések:
- Steril szliré (0,22 pm méretii), steril fecskenddk; 10 mL steril szerologiai pipetta; 15
mL, 50 mL steril centrifuga tubusok; PCR mikrocentrifuga tubusok; T75 flaska
(EasYFlask, ThermoFisher Scientific); Pipetusz (Hirschmann Laborgerate); II. tipust
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biztonsagi elszivofiilke (Herasafe, Thermo Scientific); 5% CO; tartalma 37°C inkubator
(Innova CO-14, New Brunswick Scientific); Inverz mikroszkép (XDS-3, Optika
Microscopes Italy); Qubit DNS koncentracié mérd késziilék (Qubit Fluorometer, Life
Technologies); Centrifuga; 12 lyuka (Well) steril sejttenyésztd mikroplate
(ThermoFisher Scientific); Hemocitométer - Biirker kamra (Hirschmann Techcolor);
Mikroplate razaté (Titramax 100, Heidolph); -80°C hiitdszekrény (Ultra-Low
Temperature Freezer, Sanyo)

Kotranszfekcio sikerességét ellen6rzé6 SDS-PAGE (Natrium-dodecil-szulfat (Sodium-
dodecyl-sulphate) poliakrilamid gélelektroforézis) modszerhez sziikséges reagensek:
Ultratiszta viz (up H20); 40% AA (Akrilamid; Bio-Rad); 10% SDS; 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8;
0,5 M Tris-HCI; pH 6,8, TEMED (Tetramethylethylenediamine; Bio-Rad); 10% APS
(Ammonium perszulfat); [zopropanol; Red Loading Buffer felvivd festék (BioLabs); PageRuler
Prestained Protein Ladder, molekulastly 1étra (ThermoFisher Scientific); Mintakezel$ festék
(SDS sample buffer: Red Loading Buffer Pack, BioLabs); DTT (PanReac AppliChem); 2-
Mercaptoethanol (Sigma), Coomassie blue (Bio-Rad); festéktelenité oldat (Destain; 10%
ecetsav, 50% metanol, 40% H20).

3.2. Az Ipilimumab mAb génjét tartalmazoé vektor Kkonstrukciok

ellenorzése

3.2.1. Ipilimumab pOptiVec expresszios vektor

A konstrukciok ellenérzéséhez els6ként kolonia PCR-t hasznaltunk a 3. tdblazatban 1évo
reakcio Osszetevok segitségével. A kolonia PCR soran baktérium telepeket hasznéltunk
templatként (12-12 telepet), célja azon baktérium kolénidk kivalasztasa melyek tartalmazzak a
megfeleld klont, tehat az Ipilimumab konnyli és nehéz lanc géneket hordozd expresszids
vektorokat. Elvégzése soran a templat hozzdadasa lamindris elszivofiilke alatt, steril

koriilmények kozott tortént.
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3. tablazat: Kolonia PCR reakciohoz sziikséges dsszetevok

Komponensek Mennyiség/PCR tubus
10x PCR puffer 5uL

25 mM MgCl; 4 uL

10 mM dNTP mix 2 uL

10 uM primer Forward 2 uL

10 uM primer Reverse 2 uL

Taq polimeraz 0,3 uL

up H20 33,7 uL
Templat/reakcid 1 uL

Kimért mennyiség/PCR tubus 50 uL

A kutatés folyaman alkalmazott PCR program:

Ciklus: 94°C 5 min Denaturacid
94°C 15 sec Denaturacié
35X 53°C 30 sec Anellalas
72°C 1 min 20 sec Extenzid
72°C 7 min Végso extenzio
4°C o

A kolonia PCR reakciot, illetve termékek képzddését, méretét gélelektroforézis
modszerrel ellendriztiik. Végrehajtasa altalanos agardz gélelektroforézis protokoll alapjan
tortént:

- 1%-os agardz gél, puffer: 1xXTAE; 2 x 1 perc mikrohullam siit6ben 1év6 forralas.

- Az agardz oldatba 4 pL (100 mL-hez 5 pL) RedSafe fluoreszcens festéket meértiink.

- Parafilmen 1 pL felvivo festékkel, vagyis 6x-0s LD-al (Loading Dye) Osszekevert
mintakbol 5 pl-t vittiink fel a gélre.

- Marker: 2 ul molekulasuly létra (GeneRuler 1 kb plus).

- Futtatas: 30 perc 90 V konstans fesziiltséggel.

- Vizualizacio: UV transzilluminatorban lathatova valik a DNS.

20



A 12-12 telep koziil kivalassztottuk a harom tisztabb amplikont eredményez6 PCR
terméket pOptiVec-IpiliLC és pOptiVec-IpiliHC esetén is, melyeket ujbol ellendriztiink a
plazmid izolalas eldkészitésé¢hez. A pOptiVec Ipili LC/HC izoldlasa ZR Plasmid Miniprep-
Classic kit hasznalataval tortént.

A megfelel6 restrikcios enzimek kivalasztasahoz SnapGene programot alkalmaztunk, a
pOptiVec-IpiliLC emésztése Ncol restrikcidos enzimmel tortént, 4. tablazatban lathatdo a
képz6dott amplikonok mérete.

- pOptiVec-IpiliLC teljes hossz: 5111 bp; Ipilimumab LC: 750 bp — 1469 bp = 720
bp

4. tablazat: Restrikcios enzimek hasitasi helyei pOptiVec-IpiliLC és a konstrukcio nélkiili, kontroll
vonatkozasaban (pOptiVec-Mock)

Enzimek pOptiVec-IpiliLC pOptiVec-Mock

Ncol 414 bp — 2079 bp (1665 bp amplikon) 414 bp — 1394 bp (980 bp amplikon)

- Az enzimhez megfelel6 puffert és hdmérsékleti paramétereket valasztottuk: 2 pL 10x
Tango puffer; 5 pL plazmid; 1 pL enzim (Ncol); 12 pL upH20.
- 37°C-on 1 ¢ra inkubdlds; 65°C-on 20 perc inaktivalds (Thermo Shaker
késziilékben).
Ellendrzés gélelektroforézissel, az eddigi protokoll alapjan tortént, kivétel, hogy a teljes
mennyiségli emésztési terméket (20 pL) felvittiik a gélre 4 L LD hasznalataval.
A pOptiVec-IpiliHC emésztése Ncol restrikcios enzimmel tortént, 5. tablazatban lathato
a képzddott amplikonok mérete.

- pOptiVec-IpiliHC teljes hossz: 5813 bp; Ipilimumab HC: 750 bp — 2171 bp = 1422
bp
- pOptiVec-Mock hossz: 4426 bp

5. tablazat: Restrikcids enzimek hasitasi helyei pOptiVec-IpiliHC és a konstrukeio nélkiili, kontroll
vonatkoztatasaban (pOptiVec-Mock)

Enzimek pOptiVec-IpiliHC pOptiVec-Mock
Ncol 414 bp — 2781 bp (2367 bp, 3446 bp 415 bp — 1398 bp (3446 bp, 980 bp
amplikon) amplikon)
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- Az enzimhez megfeleld puffert ¢s homérsékleti paramétereket valasztottuk: 2 uL 10x
Tango puffer; 5 uL plazmid; 1 pl enzim (Ncol) hozzaadésa; 12 pL. upH2O.

- 37°C-on 1 6ra inkubalas; 65°C-on 20 perc inaktivalas; gélelektroforézis.

3.2.2.  Ipilimumab pcDNA3.3 expresszios vektor

A miuveletek 1épései megegyeznek a pOptiVec expresszios vektor esetén hasznalt
1épések menetével.

A pcDNAS.3-IpiliLC emésztése Agel restrikciés enzimmel tortént, a 6. tablazatban
lathato a képz6dott amplikonok mérete.

- pcDNA3.3-IpiliLC teljes hossz: 6136 bp; Ipilimumab LC: 762 bp — 1481 bp = 720
bp

6. tablazat: Restrikcios enzimek hasitasi helyei pPcDNA3.3-1piliLC és a konstrukcid nélkiili, kontroll

vonatkoztatasaban
Enzimek pcDNAS3.3-1piliLC pcDNAS3.3-Oligo
Agel 1009 bp — 1486 bp (477 bp amplikon) 5436 bp
2646 bp — 997 bp (3462 bp amplikon)

- Az enzimhez megfeleld puffert és homérsékleti paramétereket valasztottuk: 2 pL 10x
Tango puffer; 5 pL plazmid; 1 uL enzim (Agel); 12 pL upH20.

- 37°C-on 1 6ra inkubalas; 65°C-on 20 perc inaktivalas; gélelektroforézis.

A pcDNA3.3-IpiliHC emésztése Agel+Ndel restrikciés enzimekkel tortént, a 7.
tablazatban lathat6 a képzddott amplikonok mérete.

- pcDNA3.3-IpiliHC teljes hossz: 6838 bp; Ipilimumab HC: 762 bp — 2183 bp =
1422 bp

7. tablazat: Restrikcios enzimek hasitasi helyei pcDNA3.3-IpiliHC és a konstrukcio nélkiili, kontroll
vonatkoztatasaban

Enzimek pcDNA3.3-1piliHC pcDNAZ3.3-Oligo

Agel+Ndel 300 bp — 2188 bp (1888 bp amplikon) 300 bp — 786 bp (4950 bp, 486 bp
2188 bp — 300 bp (4950 bp amplikon) amplikon)
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Az enzimekhez megfeleld puffert és homérsékleti paramétereket valasztottuk: 2 uLL 10x
Orange puffer; 5 uL plazmid; 1-1 pL enzim (Agel+Ndel); 11 uL upH-O.

- 37°C-on 1 6ra inkubalas; 65°C-on 20 perc inaktivalas; gélelektroforézis.

3.3. CacCl; alapu kotranszfekcié6 HEK293 human sejtvonalban

3.3.1. HEK293 human sejtvonal el6készitése a kotranszfekciéhoz

A HEK293 human sejtvonal kiolvasztasa -80°C-rd6l gyorsan tortént a DMSO altali

sejtek roncsolodasa elkeriilése végett, ezenkiviil eldmelegitett 1,5 mL tapoldatban

(DMEM médium, 10% FBS, 2 mM Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin oldat)

feloldottuk, centrifugaltuk 750 rpm-en 5 percig; feliiluszot leszedtiik, illetve a pelletet

10 mL tapoldatban szuszpendaltuk, ezek utdn sejtszamlalas kovetkezett, 1x10° kezdeti

sejtszammal inditottunk T75-0s flaskaban.

A human sejtvonallal térténd munkélatokat megel6zden elkészitettiik, szlirtiik a sejtek

kezeléséhez, illetve a transzfekcidohoz sziikséges puffer oldatokat (A puffer, 2x HBS;

CaCl; oldat; 0,1x TE puffer; PBS puffer).

A HEK293 sejteket munkafolyamatokon kiviil 37°C-0s 5% CO2 inkubatorban taroltuk

a megfelel6 novekedés érdekében.

Inverz mikroszkop alatt nyomon kovettiik a novekedést, 90-100% konfluencia szint

elérése utan passzaltuk 12 lyuku steril sejttenyé€sztd lemezre, fontos, hogy minden

sejtekkel torténd miiveletet magas foku sterilitassal, I1. tipusu biztonsagi elszivofiilke

alatt, illetve csak steril eszk6zok hasznalataval sziikségszeri végezni.

- Az atoltas soran Ovatosan eltavolitottuk az elhasznalt médiumot, illetve a
maradék tapoldat eltavolitasa érdekében kétszer mosast végeztiink a sejteken
PBS mos6 pufferrel (Foszfat puffer: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8§ mM
Na2HPO4; 2 mM KH2POys; pH 7,4). A letapadt sejtekre 2 mL eldmelegitett (1x)
Tripszin-EDTA reagenst adtunk hozza, mely hatasara a fehérjék felszakadnak a
feliiletrol, a kezelés 5 percig és 37°C-on zajlik.
- Pipettaval leszivtuk és inaktivaltuk a Tripszint 10 mL elémelegitett médium

hozzéaadasaval, a begyijtott sejteket egy - egy 15 mL-es mikrocentrifuga tubusba

helyeztiik, melyet 5-6 percig 125 g-n (1500 rpm) centrifugaltunk.
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- A feliiluszo leszivasa utan a sejteket 24-24 mL médiummal szuszpendaltuk,
illetve szétosztottuk két darab (masodik lemez sejt elrakésra szolgal) 12 lyuku
lemezre 2 mL/lyuk (well)-ként, 20 uL szikséges sejt szamlalashoz. A

lyukankénti feliilet: 3,5 cm? — 70-175000 sejtre lehet szdmitani / lyuk.

Hemocitométer segitségével meghataroztuk a kezdeti sejtszamot. A kovetkezd 1. és 2.
napon nyomon kdovettik a sejtek novekedését, illetve letapadasukat a lemez feliiletére,
mindaddig amig el nem érték a transzfekciohoz sziikséges 90%-0s konfluencia szintet. Minden
nap eltavolitottuk az elhasznalt tdp oldatot és ujabb 2 mL 37°C-ra elomelegitett médiumot

lassan, csepegtetve pipettaztuk a letapadt sejtekre.

3.3.2.  Ipilimumab LC és HC régiot tartalmazé DNS mixek kotranszfekcidja
HEK?293 sejtvonalba

A transzfekcio el6tt 2 6raval dvatosan eltavolitottuk a sejteken 1évé 2 mL médiumot, és
ujabb 1 mL eldmelegitett médiumot adtunk hozzé. A kisérlet soran a két konstrukcio parbol 4
eltéré kombinaciot, DNS mixet vizsgaltunk, amelyeket kiilonb6z6 mennyiségekben juttattunk

a sejtekre, minden varidcidhoz sajat kontrollt parositva. A transzfekcid kivitelezéséhez
késziilék segitségével hataroztuk meg. A 6 pg transzfektalni kivant DNS mennyiség elérését a

8. tablazatban 1év0 higitasok alapjan értiik el, melyet fiilke alatt steril 1,5 mL-es mikrocentrifuga

tubusokba higitottunk 0,1x-es TE pufferrel, mixenként 450 pL térfogatig.
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8. tablazat: Kotranszfekcio soran alkalmazott DNS mixek Gsszetétele

pOptiVec-IpiliLC

pOptiVec-IpiliHC

pcDNA3.3-1piliLC

pcDNA3.3-1piliHC

DNS | 0,1x
mix | TE* DNS koncentracio [pg/ul]
Bemért térfogat (6 pg DNS) [pL]
1 431 - 0,42 ng/uL 1,3 ug/ul -
pL
- 14,35 uL 4,62 uL -
2 429 0,53 pug/uL - - 0,64 pg/ul
pL
11,49 pL - - 9,49 uL
3 424, 0,53 pg/uL 0,42 pg/uL - -
2 ul
11,49 pL 14,35 uL - -
4 435, - - 1,3 ng/pl 0,64 pg/uL
9 uL
- - 4,62 uL 9,49 uL

*Higitashoz sziikséges 0,1x TE puffer mennyiség

A higitott mixekhez egyenként 50 puL 2,5 M CaClz

oldatot hasznaltunk,

szobahdmeérsekleten 5 percig allni hagytuk. Tubusonként 500 uLL 2x HBS puffert pipettaztunk

a pH idedlis szinten tartasa érdekében, adagolasa 50 pL- ként alapos vortexeléssel tortént. A

tapcsere utan 2 ora elteltével a mikroplate lyukakba adagoltuk a DNS kombinéciokat, a 4. abra
szerint, a mixekbdl az A sorba 100 puL (1,2 ug DNS), a B sorba 900 pL (10,8 pg DNS)

mennyiségeket, a C sorba pedig nem alkalmaztunk transzfekcids mixet.
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Transzfekciéhoz
hasznalt DNS
mennyiségek

4
=,

4. abra: Transzfekcio kezdete a 12 lyuku steril sejttenyésztd lemezen, 4 kiilonbozo
kombinaciot alkalmaztunk valtozé mennyiséggel, illetve referenciaval ellatva
(Biorender.com segitségével szerkesztve)

Transzfekci6 idétartama 6 nap, ezalatt 37°C 5% CO2 inkubatorban taroltuk a sejteket’.

3.3.3.  HEK293 sejtek osszegyiijtése

A transzfekcios 1d6 lejarta utan lyukanként leszedtiik a feliiluszot, amelyet 2 mL-es
kriotubusban taroltuk felhasznalasig -80°C-on, lyukanként a sejtek mosasa PBS oldattal
tortént.

Lyukanként kezeltiik 150 uL (1x) Tripszin-EDTA-val, 2-3 percig 37°C-on, miutan a
letapadt sejtek feljottek inaktivaltuk a tripszint 1,5 mL médiummal.

1,5 mL tubusokba begytijtottiikk egyenként a sejteket és centrifugaltuk 5 percig 3000
rpm-en; a pelletet feloldottuk 150 uLL A pufferben, tovabba kriotubusban, -80°C-on

taroltuk a fehérje kimutatés elvégzéséig.

1 Calcium phosphate-mediated transfection into HEK 293T cells, https://bio-protocol.org/, letdltés
datuma: 2022.11.18
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3.3.4. Ipilimumab Kkotranszfekcid, expresszio sikerességének kimutatiasa SDS-

PAGE modszerrel

SDS-PAGE modszer:

1.

Also gél (10%-os Szeparald gél): 4,9 mL H20; 2,5 mL 40 %-os Akrilamid; 2,5 mL 1,5
M pH 8,8 Tris-HCI; 10% SDS; 3 x 50 uL 10%-0s APS (Ammonium persulfate); 20 uL
TEMED (Tetramethylethylenediamine), Izopropanolt vittiink fel a gél kiszaradas
megeldzésére, amelyet a polimerizacio utan eltavolitottuk.

Fels6 gél (4%-os Koncentrald gél): 6,1 mL H20; 1,3 mL 40 %-os Akrilamid; 2,5 mL
0,5 M pH 6,8 Tris-HCI; 10% SDS; 3 x 50 uL 10%-o0s APS; 20 uL TEMED.
Mintael6készités:

Reakcid kozegenként 50 pL A puffer-t adunk; 50 pL 2x SDS (Sample Buffer)
mintakezeld festékkel szuszpenddljuk (higitas 2x, 5x-re); rdzatds; lyukanként
begytjtottiik, 5 percig 98°C-on inkubaltuk, centrifugalas 5 perc 18000 rpm.

Futtatas a gélen:

5 uL molekulastly létra; 5 pL minta/zseb; 90 V 30 perc amig elérte az also gélt, 120 V-
on 1 ora.

G¢l elohivas:

30 perc Coomassie blue festés, 30 perc festéktelenitd oldat alkalmazédsa, 800 rpm-en

torténd folyamatos razatas segitségével tortént.
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4. Eredmények és kiértékelésiik
4.1. Az Ipilimumab mAb génjét tartalmazo vektor konstrukciok

ellenorzése

41.1. pOptiVec Ipilumumab LC és HC expresszios vektor

A kotranszfekciohoz sziikséges konstrukciok ellendrzése az 5. dbran bemutatott kolonia
PCR termékek kivalasztasa alapjan tortént, amely sordn a 12 Ipilimumab LC és 12 Ipilimumab
HC gént tartalmazo telep koziil kivalasztottunk 3-3 tiszta szegmenst eredményezd E. coli
baktérium telepet. Az 5.A és 5.C abran 700 bp nagysagban lathat6 a pOptiVec-IpiliLC vektor
720 bp méretii konnyt lanc régioja, illetve az 5.B és 5.D abran 1500 bp-nal a pOptiVec-IpiliHC
vektor 1422 bp méretii nehéz lanc régidja. A megfeleld pOptiVec-IpiliLC telepek az A6, C5,
C6, illetve a B1, B5, D2 pOptiVec-IpiliHC telepek.
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5. abra: Koloénia PCR soran amplifikalt, Ipilimumab LC és Ipilimumab HC gént tartalmazo pOptiVec
vektorral transzformalt E. coli telepek ellenérzése AGE-vel
(M: Molekulasuly létra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: A1-A6. Ipili LC; B.: B1-B6. Ipili HC; C.: C1-C6.
Ipili LC; D.: D1-D6. Ipili HC)
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A telepek kivalasztasat kovetden plazmid izolalast végeztiink, mely eredményét a 6.
abra szemlélteti. A 6.A abran a telepek plazmid (teljes vektorok) izolaldsnak eredménye lathato,
mellette a 6.B abran ellendrzésként ugyanazon mintdk PCR termékei, ahol elkiiloniilnek A1-3.-
ig a konnyl és A4-Ab.-ig a nehéz lanc régiok. A teljes pOptiVec-IpiliLC vektor 5111 bp (Al-
A3), melybdl 720 bp (B1-B3) az Ipilimumab LC, mig pOptiVec-IpiliHC vektor esetében a
teljes méret 5813 bp (A4-A6) melybol 1422 bp (B4-B6) az Ipilimumab HC régio.
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6. dabra: pOptiVec-IpiliLC és pOptiVec-IpiliHC vektor izolalas sikerességének ellendrzése AGE
modszerrel, referenciaként az adott mintak PCR termékei
(M: Molekulasuly létra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: Izolalt vektorok, A1-A3. pOptiVec-IpiliLC, A4-
AB. pOptiVec-IpiliHC; B.: PCR termékek, B1-B3. Ipili LC; B4-B6. Ipili HC)
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A 7. abran lathatd a restrikcidos endonukledz emésztések in silico és a kisérleti

eredmények dsszehasonlitdsa mindkét vektor konstrukcid esetében. A 7.A és 7.B dbran A1-AS3,

B1-B3 pOptiVec-IpiliLC konstrukciok Ncol restrikcios enzim emésztés soran azonos, 1665 bp

¢s 3446 bp nagysagu amplikont eredményeztek minden minta esetén.

A pOptiVec-IpiliHC konstrukciok A4-A6, B4-B6 mintak esetében Ncol restrikcios

emésztés altal 2367 bp és 3446 bp méretii szegmenseket hasitottak mindegyik minta esetén in

silico és in vitro kivitelezésben is.

A 7.C és 7.D abra a teljes, pOptiVec-IpiliLC, illetve pOptiVec-IpiliHC vektor

térképeken az Ncol altali hasitott szegmenseket jel6li, melyen lathatd, hogy az adott amplikon

tartalmazza a kivant Ipilimumab (LC/HC) régiot.
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7. dbra: Ncol restrikcios emésztések eredménye pOptivec-IpiliLC és pOptivec-IpiliHC vektorok
esetében, AGE modszerrel ellen6rzott
(M: Molekulasuly 1étra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: A1-A3. Ipili LC (Amplikon méret: 1665 bp és
3446 bp), A4-A6. Ipili HC (Amplikon méret: 2367 bp és 3446 bp). B.: SnapGene gélelektroforézis
szimulacio, azonos emésztésekkel: B1-B3. Ipili LC, B4-B6. Ipili HC; C.: Ipilimumab LC gént
tartalmazo pOptiVec-IpiliLC vektor térkép, jelolve Ncol enzimmel kihasitott szegmens; D.:
Ipilimumab HC gént tartalmazo6 pOptiVec-IpiliHC vektor térkép, jelolve Ncol enzimmel kihasitott

szegmens)
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4.1.2. pcDNA3.3 Ipilimumab LC és HC expressziés vektor

pcDNA3.3 expresszids vektor esetében a kotranszfekcidhoz sziikséges konstrukcidok
ellendrzése a 8. abran bemutatott kolonia PCR termékek kivalasztasa alapjan tortént, amely
soran a 12 Ipilimumab LC és 12 Ipilimumab HC gént tartalmazoé telep kozil 3-3 tiszta
szegmenst eredményez6 E. coli baktérium teleppel folytattuk a tovabbi vizsgalatokat. A 8.A és
8.C abran 700 bp nagysagban lathatdé a pcDNA3.3-IpiliLC vektor 720 bp méretli konnyii lanc
régidja, illetve a 8.B és 8.D abran 1500 bp-nal a pcDNA3.3-1piliHC vektor 1422 bp méretii
nehéz lanc régidja. A megfelelé pcDNA3.3-IpiliLC telepek az A3, C2, C5, illetve a B6, D2, D3
pcDNA3.3-IpiliHC telepek.
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8. abra. Kolonia PCR soran amplifikalt, Ipilimumab LC és HC gént hordoz6 pcDNA3.3 vektorral
transzformalt E. coli telepek ellen6rzése agardz gélelektroforézis modszerrel.
(M: Molekulasuly 1étra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: A1-A6. Ipili LC; B.: B1-B6. Ipili HC; C.: C1-C6.
Ipili LC; D.: D1-D6. Ipili HC)
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A telepek kivalasztasat kovetden plazmid izolalast végeztiink, mely eredményét a 9.
abra szemlélteti. A 9.A abran a telepek plazmid (teljes vektorok) izolaldsnak eredménye lathato,
mellette a 9.B abran ellendrzésként ugyanazon mintdk PCR termékei, ahol elkiiloniilnek A1-3.-
ig a konnyii és A4-A6.-ig a nehéz lanc régiok. A teljes pcDNA3.3-IpiliLC vektor 6136 bp (Al-
A3), melybdl 720 bp (B1-B3) az Ipilimumab LC, mig pcDNA3.3-IpiliHC vektor esetében a
teljes méret 6838 bp (A4-A6) melybdl 1422 bp (B4-B6) az Ipilimumab HC régio.
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9. abra: pcDNA3.3-IpiliLC és pcDNA3.3-IpiliHC vektor izollas sikerességének ellendrzése AGE
modszerrel, referenciaként az adott mintak PCR termékei
(M: Molekulasuly Iétra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: Izolalt vektorok, A1-A3. pcDNA3.3-1piliLC, A4-
A6. pcDNA3.3-1piliHC; B.: PCR termékek, B1-B3. Ipili LC; B4-B6. Ipili HC)
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A 10. abran lathato a restrikcios endonukledz emésztések in silico és a kisérleti
eredmények Osszehasonlitdsa mindkét vektor konstrukcid esetében. A 10.A és 10.B dbran Al-
A3, B1-B3 pcDNAS3.3-IpiliLC konstrukciok Agel restrikcids enzim emésztés soran azonos, 477
bp és 5659 bp nagysagu amplikont eredményeztek minden minta esetén.

A pcDNAS3.3-IpiliHC konstrukciok A4-A6, B4-B6 mintdk esetében Agel+Ndel
restrikcids emésztés altal 1888 bp és 4950 bp méretli szegmenseket hasitottak mindegyik minta
esetén in silico és in vitro kivitelezésben is.

A 10.C és 10.D abra a teljes, pcDNA3.3-IpiliLC, illetve pcDNA3.3-IpiliHC vektor
térképeken az Agel/Agel+Ndel altali hasitott szegmenseket jeloli, melyen lathato, hogy az adott
amplikon tartalmazza a kivant Ipilimumab régiot (LC/HC).
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10. abra: Agel, illetve Agel+Ndel restrikcios emésztések eredménye pcDNA3.3-IpiliLC és
pcDNAS.3-IpiliHC vektorok esetében, AGE modszerrel ellenérzott
(M: Molekulasuly 1étra (GeneRuler 1 kb Plus); A.: AL1-A3. Ipili LC (Amplikon méret: 477 bp és 5659
bp), Ad-A6. Ipili HC (Amplikon méret: 1888 bp és 4950 bp). B.: SnapGene altali gélelektroforézis
szimulacid azonos emésztésekkel: B1-B3. Ipili LC, B3-B6. Ipili HC; C.: Ipilimumab LC gént
tartalmazo pcDNA3.3-IpiliLC vektor térkép, jelolve Agel enzimmel kihasitott szegmens; D.:
Ipilimumab HC gént tartalmazé pcDNA3.3-IpiliHC vektor térkép, jelolve Agel+Ndel enzimekkel
kihasitott szegmens)
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4.2. CaCl; alapu kotranszfekcio HEK293 human sejtvonalban

Az Ipilimumab génjeit tartalmazo vektor konstrukciok expresszidjara képes HEK293
adherens sejtvonal elonevelésének, illetve a transzfekciojanak eredménye eltérd tenyészetek és
fazisok kozott a 11. dbran lathato. A 11.A édbran T75 flaskardl mikroplate-re torténd passszalas
utdn a 3. 6raban 1€v6 sejtek allapota figyelhetd meg, vagyis elegendd sejtszammal rendelkeznek
¢s mar letapadtak a lemez feliiletére. A 11.B abra passzalas utan masodik napon 1évé HEK293
sejteket szemlélteti, amelyen lathat6, hogy a letapadt sejtek elérték a sziikséges konfluencia
szintet. A 11.C adbran megfigyelhet6 a kotranszfekcid 1. napjan 1évé sejtkultira. A 11.D abran
lathat6 a sejtek CaCl alapu kotranszfekcidjanak eredménye 6 nap inkubacids id6 elteltével. A

11.D abran HEK293 telepek eseteben 10,8 ng DNS mennyiség bevitele tortent.
| R
| 7 ,p;ij S )

&

Gy D.

11. abra: HEK293 human adhézios sejtek kiilonbozo novekedési fazisokban
(A.: Mikroplate-re torténé passzalas utani HEK293; B.: Kotranszfekciot megel6zen letapadt
HEK?293; C.: Kotranszfekcio 1. nap, HEK293 - 10,8 ng DNS esetén; D.: Kotranszfekcio 6. nap,
HEK293 - 10,8 pg DNS esetén)
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A termelddott rekombindns fehérjének a kimutatdsa SDS-PAGE modszerrel valosult
meg, melynek eredménye a 12. dbran lathat6. Az SDS-PAGE eredmény alapjan elmondhato,
hogy minden kotranszfektalt minta esetében megfigyelhetd 55 és 70 kDa kozott egy intenziv
fehérje sav, ellenben a kontrollban (3, 6, 9) ez hianyzik. A vart fragmensek méretének
meghatarozasat Expasy ProtParam szoftver segitségével végeztiik el: az LC régionak 23,45
kDa, mig HC régio esetén 49,25 kDa nagysagi fragmens keletkezik. A jelen gélképen
megjelend fehérje méretének megfelelé kombinacid egy LC és HC régio komplex képzddésre
utal. Az eldkészitett mintdk tovabbi kezelését végeztiik el (hozzaadott 2-Mercaptoethanol és
DTT reagensekkel), amely esetben sem sikeriilt hatékonyabb elvalasztdst megvaldsitani.
Figyelembe véve azon tényt, hogy jelen koriilmények kozott végzett gélelektroforézis 5-10%
eltérést eredményezhet az ismeretlen fehérje méretének meghatarozasara vonatkozdan, a kapott
fehérje méret megfelelhet a Ipilimumab HC régionak. Annak kovetkeztében, hogy minden
mintat feldolgoztunk a kezdeti 1épésben a kisérletek 0jboli megismétlése valt indokoltta a

kotranszfekcio 1épésétol.

kbDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12. abra: A termel6dott antitest kimutatas eredménye SDS-PAGE elvalasztassal
(M: Molekulasuly 1étra (PageRuler Prestained Protein Ladder); 1: 1,2 pg DNS 1. Mix; 2: 10,8 pg
DNS 1. Mix; 3: Kontroll; 4: 1,2 pg DNS 2. Mix; 5: 10,8 ug DNS 2. Mix; 6: Kontroll; 7: 1,2 ug DNS
3. Mix; 8: 10,8 pg DNS 3. Mix; 9: Kontroll; 10: 1,2 ug DNS 4. Mix; 11: 10,8 ug DNS 4. Mix)
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5. Kovetkeztetések

A 12-12, ellenérzésre kivalasztott Ipilimumab kdnnyii és nehéz lanc klénozasabol
szarmazo ligalasi termékkel transzformalt E. coli telep (pOptiVec-IpiliLC, pOptiVec-IpiliLC,
illetve pcDNA3.3-1piliLC, pcDNAS3.3-IpiliHC) koéziil a megfelelé gént amplifikald primerek
hasznalataval, kolonia PCR, valamint AGE moddszer segitségével 3-3 tiszta szegmenst
eredményezd konstrukcidt hatdroztunk meg. Az amplikonok mérete mindkét expresszids
vektornal azonos: Ipilimumab LC régio esetén 720 bp, illetve Ipilimumab HC régional 1422
bp. A plazmid izolélas soran sikeresen igazoltuk a vektorok jelenlétét, amely eredménye
megegyezett az in silico, SnapGene altal tervezett konstrukciok méretével. A konnyl lanc
konstrukciok teljes mérete pOptiVec vektor esetén 5111 bp, mig pcDNA3.3 vektornal 6136 bp;
a PCR soran eredményezett amplikon mindkét esetben 720 bp. A nehéz lancot tartalmazo
vektorok teljes mérete pOptiVec-nél 5813 bp és pcDNA3.3 vektor vonatkozasaban pedig 6838
bp; a PCR sordn eredményezett amplikon méret mindkét esetben 1422 bp. Tovéabbiakban a
restrikcidos emésztések AGE eredményei alapjan elmondhatd, hogy az Ipili LC és az Ipili HC
régiok orientacioja megfeleld az adott vektorban.

A HEK293 human adherens sejtvonal az alkalmazott tenyésztési koriilmények kozott
elérte a kotranszfekciohoz sziikséges konfluencia szintet. A rekombinans DNS konstrukciok
kotranszfekcioja, illetve az SDS-PAGE eredményei alapjan sikeriilt a HEK293 humén
gazdaszervezetben torténd Ipilimumab monoklonalis antitest részleges expresszioja.

Eredményeink alapjan a keletkezett rekombinans fehérje mérete egy LC és HC régio
komplexképzddést mutat. Az eldkészitett mintak tovabbi feldolgozasa sordn sem sikeriilt ezen
komplex elvalasztasa. Figyelembe véve azon tényt, hogy jelen koriilmények kozott végzett
gélelektroforézis 5-10% eltérést eredményezhet az ismeretlen fehérje méretének
meghatarozasara vonatkozoan, a kapott fehérje méret megfelelhet a Ipilimumab HC régionak.
Annak kovetkeztében, hogy minden mintat feldolgoztunk a kezdeti 1épésben a kisérletek ujboli

megismétlése valt indokoltta a kotranszfekcio 1épésétdl.
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6.

Tovabbi célkituzések

Tovéabbi célkitlizés az Ipilimumab antitest termelésének optimalizaldsa human

sejtvonalban nagyobb hozam elérése érdekében; a rekombinans fehérje tisztitasa; tovabba 1j

modszerek alkalmazasa az antitest kimutatdsara vonatkozoan. Ezen célok megvaldsitasahoz a

kovetkezo lehetséges modositasok sziikségesek:

Mas sejtvonal alkalmazasa (CHO DG44)

CaCl; mellett tovabbi transzfekcids reagens alkalmazasa (példaul kationos lipidek,
FreeStyle Max Reagent, Lipofectamine)

A rekombinans fehérje tisztitdsa ¢€s ellendrzése (FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography, Gyors fehérje folyadékkromatografia) és Kapillaris gélelektroforézis)
Egyéb fehérje kimutatdsi modszerek alkalmazasa: ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay; Enzimhez Kotott Immunoszorbens Proba), MALDI-TOF MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry;
Matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacids, repiilési id0 mérésén alapulod

tomegspektrometria)
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