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Monoklonalis antitestek
hagyomdnyos és alternativ
tisztitdsi modszerel

A monoklondlis antitestek jellemzgi

A monoklondlis antitestek jelentdsége

Az Egyesiilt Allamok Elelmezési és Gydgyszerészeti Igazgatisdga
(USA FDA) 1986-ban hagyta j6vd az els6 monoklondlis antitest
(monoclonal antibody, mAb) forgalmazdsit. Azéta az antitestek
a gyogyszerpiac legkeresettebb készitményeivé véltak, a hat6sd-
gok pedig mdr szdmos betegség kezelésére engedélyezték az an-
titest-terdpidk haszndlatdt, tobbek kozott rdkos megbetegedé-
sekre, mdjgyulladdsra, gyulladdsos iziileti megbetegedésre, cu-
korbetegségre, Crohn-betegségre és sclerosis multiplexre [1]. A
monoklondlis antitestek haszndlata a 2019 végén megjelent Co-
vid-19 virus dltal megfert§zottek kezelésében is hatékony gydgy-
moédot kindl. Mdr kordbbi kutatdsok is bizonyitottdk, hogy a mo-
noklondlis antitestek haszndlata 4j megkozelitést jelent a virusos
megbetegedések kezelésében, mint példdul az influenza, a SARS,
a MERS és az Ebola [2].

A monoklondlis antitestek termelése €s feldolgozdsa

A fehérjealapt gydgyszerek osszetett, tobbségiik él§ szervezetek
dltal, specifikusan kialakitott sejtrendszerek és rekombindns
DNS-technolégia felhaszndldsdval késziilnek. Az upstream mtve-
let sordn a monoklondlis antitestek termelését CHO (Chinese
hamster ovary) sejtvonalakkal valdsitjék meg (1. dbra), jellem-
z8en rétdpldldsos (fed-batch), szakaszos technolégidval. Azonban
jelentds torekvések vannak az iparban a folyamatos tizemelte-
tésre valé dttérésre, annak szdmos elnye miatt. Az egyik legje-
lent8sebb ezek koziil, hogy a holt iddk kiiktatdsdval csokkenthe-
t8 a gydrtdsi idg, ami jelent§sen nagyobb termelékenységhez ve-
zethet. Az emlGssejteket dltaldban keverdvel elldtott bioreaktor-
ban, szuszpenzids kozegben tenyésztik. A megfelel§ mingség és
mennyiségi monoklondlis antitestek termelése szempontjabdl el-
engedhetetlen az egyes kritikus paraméterek, tobbek kozott az
oldottoxigén-szint, a hdmérséklet (dltaldban 37 °C), a pH (vérre
jellemz§ 7,4-es érték), valamint a nitrogén- és szénforrdsok kon-
centrécidjdnak megfelel§ szinten tartdsa. Ezeken kiviil célszert
vizsgélni a sejtek aminosavsziikségletét, mert egy-egy aminosav
esetleges hidnya korldtozhatja a sejtek novekedését és termelé-
kenységét [3].

A downstream miiveletek a sejtek dltal termelt monoklonlis
antitestek elvdlasztdsi és tisztitdsi lépéseit foglaljdk magukba,
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1. abra. Monoklonalis antitestek laboratériumi termelése

amelyek célja, hogy emberi felhaszndldsra alkalmas, nagy tiszta-
sdgu készitményt éllitsunk eld. Ehhez a termel§dott antitesteket
el kell védlasztani a sejtektdl és a sejttormelékektdl, majd a meg-
felel6 mdédszerrel megtisztitani a fermentlében 1év§ egyéb szeny-
nyezGktdl. Ehhez egy hatékony, Gsszetett tisztitdsi eljdrdsra van
sziikség, amelynek sordn szdmos szennyez§ (pl. gazdasejtfehér-
je és DNS, virusrészecskék, antitest-aggregdtumok és fragmen-
tumok) mennyiségét a hatésdgok dltal meghatdrozott érték ald
kell csokkenteni. Erre a gyégyszeriparban jelenleg tobblépéses
kromatogréfids tisztitdst alkalmaznak, sztirési és virusinaktivd-
lési 1épésekkel egybekstve.

A monoklondlis antitestek kinyerése

és tisztitdsa

Az antitestek tisztitdsdra széles korben elterjedt médszer az af-
finitdskromatogrdfia (2. dbra), amely egy specifikus fehérje-li-
gand kolcsonhatdson alapszik. A leggyakrabban haszndlt ligan-
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2. abra. Affinitaskromatografias laboratoériumi tisztitas

dum a protein A fehérje, amely a Staphylococcus aureus sejtfal-
Osszetev@je. A protein A Fc régidja és az IgG immunfehérje ko-
z6tti nativ kélcsonhatds volt az els@, amelyet felfedeztek, és fel-
haszndltak a fehérjetisztitdsi affinitdsrendszer kifejlesztésére.

Az affinkromatogréfids tisztitdsi lépés kezdetén a sejtmentes
feliilisz6t semleges pH-n az oszlopra téltik, amely sordn az anti-
testek megkotédnek az dlléfdzison immobilizélt ligandon. A tisz-
titdsi lépés végén a terméket kis pH mellett eludljak az oszloprdl,
ami egyben a savas kozeg miatt a virusok inaktivéldsdt is lehe-
t8vé teszi. Az oszlop betoltése és az eludlds kozé gyakran egy
mosdsi 1épést iktatnak be kozbens§ pH-n, amely elGsegiti a gaz-
dasejtfehérjék és mds szennyez8dések eltdvolitdsdt. Végiil az osz-
lopot ldgos pH-n tisztitjdk, majd regeneraljék. A protein A affi-
nitdskromatografidnak szdmos kedvez§ tulajdonsdga van. Egy-
részt egyszer( és gyors elvdlasztdsi 1épés, mdsrészt rendkiviil sze-
lektiv a mAb-okra, igy akdr 95%-ndl nagyobb tisztasdgot is ered-
ményezhet [4]. Az igy elérhet§ nagy tisztasdg ellenére azonban
tovabbi [épésekre is sziikség van a megmaradt gazdasejtfehérjék
(HCP), a DNS-darabok és a nagy molekulatomeg(i termékagg-
regdtumok eltdvolitdsahoz, valamint a virusmentesség biztositd-
sdhoz [5]. Az affinitdskromatogréfia egyik hdtrdnya a toltetek
nagy koltsége; ezek akdr tizszer drdgdbbak is lehetnek, mint a
hagyomdnyos kromatogréfids toltetek. A kiaddsok mérséklése ér-
dekében az oszlopok hasznos élettartamédnak maximalizdldsa a
downstream folyamatok fejlesztésének egyik kozponti témdja. Az
affinitdskromatogréfia mdsik hdtrdnya, hogy a termék elticidja-
hoz haszndlt kis pH nagymértékd antitest-aggregdciét és/vagy
oldhatatlan csapadékképzddést eredményezhet, ami a termék-
hozam jelentds csokkenéséhez vezethet.

A legtobb mAb-tisztitdsi eljdrds ezt kovetGen legaldbb egy, de
dltaldban két tovébbi kromatogrdfids 1épést tartalmaz. A két
gyakran haszndlt tipus a kationcserés kromatogréfia (CEX) és az
anioncserés kromatografia (AEX). Az ioncserés kromatogréfia
idedlis a nagy molekulatomegd aggregdtumok, a maradék DNS-
darabok, a gazdasejtfehérjék, a leszakadt proteincsokkentésére
[6]. A kationcserés kromatogréfia emellett képes az antitestek
kiilonboz§ toltésvaridnsait is elvdlasztani egymdstdl. A tisztitan-
dé antitestek az oszlopra torténd felviteliik sordn a ligandhoz ko-
tédnek, mig a szennyezddések eltdvolithatk a mosdsi lépésben.
Végiil az eludl puffer megfelel§ bedllitdséval az antitesteket elu-
dljék az oszloprdl. Az eludlds sordn leggyakrabban pH- vagy s6-
gradienst alkalmaznak [5]. Ezzel szemben az anioncserés kro-
matografidt dltaldban enyhén savas pH-n végzik, dtfolyd iizem-
mddban, amely azt jelenti, hogy az antitestjeink nem kt6dnek
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fel az oszlopra, hanem csak keresztiilfolynak rajta. Ekozben vi-
szont a DNS-molekuldk, egyes virusok és egyéb savas jellegt
szennyezGk az oszlopra kotddnek, {gy elvdlnak a szdmunkra fon-
tos antitestektdl [6].

Alternativ tisztitdsi moédszerek

A hagyomdnyos technoldgidk fejlesztése mellett egyre nagyobb
az igény a kromatografids mddszereket kivalté alternativ, kolt-
ségcsokkentett folyamatokra, mint példdul a vizes kétfdzist rend-
szerben (aqueous two-phase system, ATPS) végzett extrakcid, a
kicsapds-visszaoldds mddszere, a flokkuldcié vagy a kristélyosi-
téds. A fejlesztések sordn a technoldgia folyamatosithatdsdga is ki-
emelt szerepet jdtszik.

Vizes kétfdzisi extrakcid

Az extrakci6 olyan szétvalasztdsi mivelet, amelynek sordn két
nem elegyedd, eltérd polaritdsu oldészerben egy adott kompo-
nens megoszlik, és emiatt kinyerhet§, majd megtisztithatd. Ilyen
tisztitdsi mivelet alkalmazhaté az antitestekre is; leginkdbb vizes
kétfazisu extrakciéval valdsitjdk meg (3. dbra). Itt mindkét fd-
zis vizalapu, és a rendszerhez hozzdadott fézisképz§ anyagok ha-

Y
e
Centrifugalds
+ Polimer ,,A” e —
&
==
Fermentlé ‘(%‘( Polimer ,,B”/puffer
XS

| Y Monoklondlis antitest O Szennyezd

3. abra. Monoklonalis antitestek tisztitasa vizes kétfazisu
extrakcioval

tdsdra alakul ki a két eltérd polaritdsu fézis. Ezek a rendszerek
azért elényosek, mert a nagy viztartalomnak (70-80%), a fdzis-
képz8 polimerek stabilizdl6 hatdsdnak [7] és a fézisok kozott le-
v§ kis hatdrfeliileti fesziiltségnek koszénhetGen enyhébb koriil-
mények kozott zajlik az extrakcid, igy kevésbé jellemz§ a fehér-
jék kicsapGddsa [8]. A fdzisokat alkoté f6 komponensek alapjdn
megkiilonboztetiink polimer-polimer vagy polimer-puffer rend-
szereket. Az els§ esetben két nagy molekulatéomegd, eltérd pola-
ritdst polimer (pl.: polietilén-glikol (PEG) és dextrdn) hatdsdra
alakul ki két nem elegyed§ fdzis. A polimer-puffer rendszer ese-
tében egy nagy molekulatomegii homopolimer (pl.: PEG) vagy
kopolimer (pl.: etilén-oxid/propilén-oxid kopolimer) alkot nem
elegyedd rendszert szulfdtbdl, foszfétbdl vagy citrdtbdl 4ll6 to-
mény séoldattal [8,9]. Az antitest megoszldsdt a két fdzisban tobb
tényez§ is befolydsolja, ilyen példdul a fézisok relativ hidrofobi-
citdsa, az alkalmazott polimerek molekulatémege, a rendszer
ioner@ssége, pH-értéke és a tisztitandd fehérje téltése [10].

Az ATPS konnyen integrélhaté a downstream médszerek kozé,
mivel a fdzist alkoté komponensek kis toxicitdssal rendelkeznek,
a folyamat pedig kénnyen méretnovelhetd és egyszert berende-
zésekben megvaldsithat. Az ATPS-rendszer alkalmazdsa ener-
gia- és koltséghatékonyabb lehet, mint a kromatogréfids tisztitd-
si folyamat, valamint a folyamatos technolégidkba is kénnyebben
beilleszthetd [7,11]. Az ATPS-technoldgia hétrdnya azonban, hogy
hatékonysdga az antitesttisztulds és -kinyerés tekintetében jelen-
leg még elmarad a kromatogréfids eljardsétol.
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A kicsapds-visszaoldds mddszere

A vizes kétfézisu extrakcids rendszerek mellett mdsik lehet§ség
az antitestek kinyerésére és tisztitdsdra a kicsapds-visszaoldds
mddszerének alkalmazdsa (4. dbra).
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4. abra. Antitestek tisztitasa kicsapas-visszaoldas médszerével

Ennek alapja az antitestek reverzibilis kicsapdsa, amit leg-
tobbszor valamilyen polimerrel végeznek, jellemz&en PEG-gel. Bdr
a hozzdadott PEG jelentdsen csokkenti az antitestek oldhatésa-
gdt, nem alkalmas a nagy molekulatomegii szennyez8k, példdul
aggregdtumok, kétszali DNS-darabok és nagyobb fehérjék sze-
lektiv eltdvolitdsdra. Igy érdemes ezeket egy mdsik 1épésben kal-
cium-klorid vagy kaprilsav segitségével kicsapni az antitestek
mell§l [12]. Mivel a PEG nagy viszkozitdsu anyagként nehezen el-
vélaszthatd az antitestektdl a folyamat végén, rdaddsul a vissza-
maradt PEG ipari méretben nagy rendszernyomdst is eredmé-
nyezhet a sziirések sordn, ezért vizsgdljék ennek kivélthatdsdgét
mds antitest-kicsapdszerekkel. Az irodalombdl ismert mddszerek
az ammonium-szulfdtos, a cink-kloridos [13] és a hideg etanolos
kicsapdsok [14]. Mindezeket az antitestet és szennyezGket kicsa-
po lépéseket tobbféle médon és kombindciéban lehet alkalmaz-
ni, hogy minél jobb elvélasztdst és nagyobb tisztasdgot érjiink el.
A kicsapdsos lépéseket végiil az antitest visszaolddsa koveti, ami-
nek hatékonysdgat f6ként az oldat pH-ja és ionerdssége hatdroz-
za meg, végezhetjiik hisztidinnel, tris, acetdt, foszfdt vagy citrét
pufferrel is [15]. Az antitest kicsapds-visszaoldds médszerének
elénye, hogy egyszert késziilékekben, gyorsan és hatékonyan vé-

Egy hires antitestkoktél

A Regeneron Pharmaceuticals dprilisban tette kozzé annak a
vizsgédlatnak az eredményeit, amelyben a Covid-19 kialakuldsd-
nak megel6zésére szant antitestkoktél (a casirivimab és az im-
devimab nevti antitestek keverékét tartalmazé, REGEN-COV) ha-
tékonysdgdt igyekeztek felmérni. Ez az a készitmény, amellyel
2020 oktdberében a frissen megfert§z§dstt Donald Trumpot is
talpra 4llitottdk.

A cég kozleménye szerint a monoklondlis antitesteket tartal-
maz6 koktél 81 szdzalékkal csokkentette annak az kockdzatdt,
hogy a koronavirussal megfert§zott tesztalanyok silyosan meg-
betegedjenek.

A vizsgélatban
1500 olyan egész-
séges onkéntes vett
részt, aki egy hdz-
tartdsban élt pozi-
tiv Covid-tesztet
produkalé szemé-

Casirivimab EREGN“JOS!)

NDC 61755-026-01 NDC 6

1 1755-027-01
3 Imnsslllnzomlll 2 3 ll!wss”nzvml" 9

Imdevimab (REGN10987)

5-027-01
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gezhet8. Hétrdnya, hogy a megfelel tisztasdg eléréséhez tobblép-
csGs kicsapdsi-visszaolddsi miiveletsorra van sziikség, illetve a ki-
csapds hatdsdra a fehérjék veszthetnek bioldgiai aktivitdsukbdl.

Osszefoglalds

A monoklondlis antitestek gydgyszeripari alkalmazdsa egyre je-
lentdsebb, viszont el§éllitdsi koltségiik, igy fogyasztdsi druk to-
vabbra is magas. Mivel az antitestek jelenleg hasznalt kromato-
gréfids tisztitdsi mivelete az elgdllitdsi koltség tobb mint 50%-a
is lehet, ezért az ipari technoldgia fejlesztésére, koltség- és ener-
giahatékonyabbd tételére nagy igény mutatkozik. A megjelent al-
ternatfv tisztitdsi médszerek j6 helyettesitdi lehetnek a kromato-
grafids lépéseknek. A bemutatott eljdrdsoknak, tehdt a vizes két-
fazisu extrakci6 és a kicsapds-visszaoldds médszerének szdmos
el6nyiik van. Kénnyen méretnovelhetSk, miikodtethetdk folya-
matos iizemmddban és akdr koltséghatékonyabb megolddsok is
lehetnek, mint a jelenlegi kromatogréfids tisztitdsi lépések. Bar
az ipari alkalmazdsukig még szdmos problémadt kell megoldani,

mindenképpen potencidlis alternativinak szdmitanak.
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lyekkel. A kutatdk két csoportba osztottdk Gket: az egyik tagjai
egyetlen dézis antitestkoktélt kaptak injekcié formdjdban, mig a
madsik csoportnak placebdt adtak. 29 nap mtilva az antitestkeze-
lésen dtesett csoportbdl 11, mig a placebdsok koziil 59 embernél
alakult ki a Covid-19, rdaddsul az els§ csoport betegeinél 4tlagosan
egy hét alatt lezajlott a betegség, a kontrollcsoportban ugyanez
dtlagosan hdrom hétig tartott.

A Regeneron vizsgdlata hasonlé eredményeket hozott, mint az
Eli Lilly monoklondlisantitest-terdpidja (a bamlanivimab és az
etesevimab keverékének alkalmazdsa). A készitmények nyilvdn
nem helyettesitik a vakcindkat, bar a Regenron azt szeretné, ha
a jov6ben megel8zés céljabdl is engedélyeznék a gydgyszerhats-
sdgok. (qubit.hu)

Az el§bbi két koktél alkalmazdsdt az Eurdpai Gydgyszeriigy-
nokség kordbban mdr engedélyezte, és mds, hasonld gydgyszerek
is késziilnek; példdul folyik a brit GlaxoSmithKline és az ameri-
kai Vir Biotechnology éltal kozosen fejlesztett, Sotrovimab nevii
antitestkészitmény tesztelése a Covid—19 kezelésére.
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