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Monoklonalis ellenanyag eloallitas: Hybridoma
technika

Lehetove teszi kezdetben Kkorlatozott osztodasi
képességu, de specifikus immunologiai
tulajdonsaggal rendelkezo sejt korlatlan ideig valo
in vitro fenntartasat.

A modszer alapja, hogy aktivalt immunsejteket in
vitro B-sejt/plazmasejt eredetu tumorsejtekkel
fuzionaltatunk.



Myeloma sejt \ / Plazmasejt

korlatlan osztodas ellenanyag termelés

korlatlan osztodas és
ellenanyag termelés



Hybridoma-technika I.
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Hybridoma-technika II.

Sejtfuzio: 1épsejt (immunizalt allatbol) + nem szekretaldo myelomasejt
egérbol (Sp-2/0-Agl14) + PEG
Szelekcio:
a megfelelo hibridsejtek kivalasztasa
*  Sp-2 sejtekbol hianyzik a HGPRT- és a TK-enzim (purin- és
pirimidinszintézis), a lépsejtek rendelkeznek velik, igy
szelektiv tenyésztomédiumban (HAT) a lépsejt-Sp2 hibridek
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Hybridoma-technika III.

Megfelel6 antitest-termel6 hibrid kulturak kivalasztasa
. Tesztelés ELISA-val

. Klonozas:

az antitesttermelo sejtek higitasa
(96 lyuku lemez minden lyukaba atlagosan 1 sejt jusson)

Ismételt ellenanyag-tesztelés

Monoklon




Hybridoma-technika IV.

4. Antitest eloallitas nagy mennyiségben:
(1) feliiluszo termeltetése hybridoma-sejtekkel in vitro;
(2) hybridoma-sejtek beadasa ip. egérbe (ascites);
(3) fermentor (muegér).

in vitro In vivo

Feluluszo Ascites



Monoklonalis antitestek felhasznalasa

* Preparativ modszerek
— Proteintisztitas

* Analitikai modszerek (Diagnosztikus célok,

kutatas)
— Limfocita-alcsoportok és klonok azonositasa, izolalasa
— Morfologiai vizsgalatok
(tumorok, gyulladas detektalasa)
— Rutin laboratoriumi vizsgalatok - szerologia

* Terapias célok

— Daganatok \
— Autoimmun korképek \/

— Gyulladasos betegségek
lg arany (szinarany) ~ 12.000 Ft

Img mAb ~ 50.000 Ft
Ha mar megvan a monoklon!



Konjugalas

Fluroeszcens festék — pl.: FITC
Enzim — pl.: HRPO
Biotin



Enzim konjugatumok

Az enzim szubsztratot alakit at,
amely altalaban szinreakcioval jar.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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Fluoreszcens festék konjugatumok

Helper T-Cell Marker
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(b) Flow Cytometry

FITC

PE

Aramlasi citometria

Immunfluoreszcens festés



Toxin konjugatumok

@ @A celsejt feluletehez kotddo Ig-hoz

toxint (pl. ricint) konjugalhatunk,
amely célsejt altal internalizalt Ig-al
egylitt a sejt citoplazmajaba jut. Itt
levalik az Ig-rol és kifejti toxikus
hatasat (pl. megallitja a sejt
fehérjeszintéziset).

Ricin



Radioizotop konjugatumok

@ @* Y sugarzok, alacsony dozisban

Diagnosztikum — radioaktiv imagining
Tumorok és mikrometasztazisok
felkutatasa, amelyeket mas modszerrel
nem lehet kimutatni

* o, sugarzok magas dozisban

Terapeutikum — tumorok kezelése



Bispecifikus antitestek

Effektor sejt
* NK sejtek
 Tc sejtek

» Makrofagok

A bispecifikus antitesteket ket kiilonbozo Ig Fab
fragmentumanak proteolizisével majd a két
kiilonbozo fragmentum kémiai Keresztkotésével
nyerik.

\
Antigénként jol hasznalhato effektor sejt molekulak:
Tumor specifikus * CD3 T sejtek
sejtfelszini molekula ellen * CD64 (FcyR1) nagy affinitasi FcyR; M¢

* CD89 FcaR; M¢ , granulocitak



Ragcsalo antitestek

A monoklonalis antitestekkel torténo elso terapias
probalkozasokkor ragcsalo antitesteket hasznaltak.

Az els60 emberben hasznalt antitest az OKT3 (anti-
CD3) volt.

A Kkezelés hatasos volt szamos esetben, ismételt

alkalmazaskor azonban sulyos immunreakciok 1éptek
fel.

PROBLEMA: HAMA (human anti-mouse-antibodies)

Noha konzervalt az Ig-ok konstans része, mégis szamos kiilonbség van az
emberi és a ragcsalo Ig-k kozott.

HAMA-t 8-12 nappal a Kkezelés utan tudnak Kimutatni, a
csucskoncentracio 25-30 nap utan van.



Kiméra antitestek

A Kkivalasztott ragcsalo monoklonalis antitest Fv
régiojat kodolo géneket hozzakapcsoljak egy human
antitest Fc részeét kodolo génjeihez.

A kiméra antitestek kb. 75%-a human.

Az antigén specificitasa megegyezik az eredeti
ragesalo antitestével azonosak.

Az in vivo féléletideje és az effektor funkcioi az
eredeti human antitestével azonosak.

PROBLEMA: HACA (human anti-chimeric-antibodies)

Kevesbé immunogének, de még mindig szignifikans antitest valaszt
valtanak Ki.



Humanizalt antitestek

Ha a Kkivalasztott ragcsalo monoklonalis
antitestjének csupan a CDR részeit iiltetik at egy
human antitestbe humanizalt antitesteket kapnak.

A humanizalt antitestek > 90%-a human.

Az antigéen specificitasa megegyezik az eredeti
ragcsalo antitestével azonosak.

Az in vivo féléletideje és az effektor funkcioi az
eredeti human antitestével azonosak.



US Food and Drug Administration nevezéktana a
Terapias monoklonalis antitestekre

Kiméra mAb Teljesen human mAb Ragcsalo mAb  Humanizalt mAb
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Infliximab
Ab XHIL.‘:
Basiliximab
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Adalimumab Muromonab (0KT3)  Atlizumab

Golimumab Daclizumab
Fontolizumab
Natalizumas
Visilizumab

yqe . Alemtuzumab
Monoklonalis antitest

Kiméra antitest
Humanizalt antitest
Immunomodulédns antitest

Tumor ellenes antitest

Kardiovaszkularis betegségben hasznalhat6 antitest
Human
Ragcsalo

The Lancet Volume 369, Issue 9573, 12 May 2007-18 May 2007, Pages 1641-1657



FDA altal bejegyzett terapias monoklonalis antitestek

Termék neve Specificitasa Tipusa Alkalmazasi teriilet Ev
Orthoclone OKT3 CD3 eger Transzplantatum rejekcid 1986
ReoPro Gpllb/gplla kiméra Fab Kardiovaszkularis betegségek 1994
Rituxan CD20 kiméra Non-Hodgkin lymphoma 1997
(mabthera)

Zenapax CD25 humanizalt Transzplantatum rejekcid 1997
Remicade TNFa kiméra Crohn betegség, rheumatoid arthritis 1998
Simulect CD25 kiméra Transzplantatum rejekciod 1998
Synagis RSV humanizalt Respiratorikus synctitium virusfertdzés 1998
Herceptin Her-2 humanizalt Metasztatikus emlorak 1998
Mylotarg CD33 humanizalt Akut myeloid leukémia (AML) 2000
Campath CD52 huamnizale | D S&ites kronikus hg{‘iif leukeémia (B- 2001
Zevalin CD20 eger B sejtes non-Hodgkin-lymphoma 2002
Erbitux EGFR kiméra Colorectalis ifgg;nﬁg)(EGF R+ 2004
Avastin VEGF humanizalt Colorectalis carcinoma 2004
Tysabri a4pB1/7 integrin | humanizalt Sclerosis multiplex 2004




