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REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA

... olyan fehérjéket allitunk el6 biotechnologiai uton, amelyeknek kodold DNS-ét mesterségesen,
célzott génmanipulacioval vittiikk be a termeld organizmusba. A gyartas megtervezésénél legelsé 1épés,
még a génmanipulacid eldtt a megfeleld gazdaszervezet kivalasztasa. Nem is a genetikai atalakitas
modjat és nehézségét kell figyelembe venni, hanem a termelddo fehérje hatékonysagat, mennyiségét és
gazdasagossagat. A sokféle lehetdséget harom f6 csoportba sorolhatjuk be:

—  Prokariotakkal (baktériumokkal)

» Konnyen, gyorsan szaporithatok, olcso taptalaj, de:

» a termék sokszor intracellularis (zarvanytest), gyakran nem alakul ki a megfelelé
harmadlagos szerkezet (folding) és ezek a sejtek nem képesek a fehérjék poszttranszlacids
modositasara (glikozilalas, metilezés)

—  ¢élesztokkel
» Konnyen, gyorsan szaporithatok, nagy hozam, olcso taptalaj, de:
» Eltéro glikozilacios mintazat miatt nem mindig aktiv a termék
—  allati sejttenyészetben
» Lasst szaporodas, draga tapoldat, kényes fermentacio, kisebb koncentracio, de:
* bioldgiailag aktiv termék.

A jelenleg jovahagyott technologiak 95%-a ezt a harom gazdaszervezetet hasznalja:

'.

E. coli S. cerevisiae Chinese Hamster Ovary, CHO

A rekombinans fehérjéket funkciojuk szerint is csoportosithatjuk:

— Hormonok (inzulin, eritropoietin, szomatotropin, IGF-1)

— Enzimek (élelmiszeripari: rennin (sajtgyartas), orvosi célra: VIII faktor (véralvadasi
fehérje), tPA (=tissue plasminogen activator, szoveti plazminogén aktivator — vérrog-
oldas), aszparaginaz — tumor terapiadban)

— Antitestek (terapia — diagnosztika: Herceptin, ProstaScint)

— Vakcindk (aktiv és passziv immunizalas)

Combined global prescription sales for the top 50 pharmaceutical companies

(excluding generic-drug companies) by molecule type (2009-2014).

Sales ($ billion)
Molecule type 2009 |2010 |2011 |2012 |2013 | 2014 | Differencein
sales between
2009 and 2014
Small molecule i 414 415 405 394 394 -4%

Therapeutic protein 65 68 70 72 74 76 17%
Monoclonal antbody | 38 43 48 53 58 62 | 63%
Vaccine 21 22 24 25 27 28 33%
Sources: Datamonitor, PharmaVitae Explorer, January 2010, and company-reported information.
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2. ESETTANULMANY Inzulin

Az inzulin polipeptid hormon, amely a szénhidratok, fehérjék és zsirok anyageseréjének
szabalyozasaban vesz részt. A szervezet sejtjei csak inzulin jelenlétében képesek felvenni a vérbol a
gliik6zt. Az inzulin serkenti a maj glikogénraktarozasat és a sejtek gliikoz felvételét, ily modon csokkenti

a vércukorszintet.
Gluconeogenesis Glucose uptake in muscle
and adipose tissue

Glucogenolysis Glycolysis

~—.
Ketogenesns .

Proteolysis

Glycogen
synthesis

Protein synthesis

| Go | JUptake of ions (especially K*
and PO, )

Az inzulint hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben talalhat6 béta-sejtek termelik.

Az inzulint gydgyszerként adjak a cukorbetegség(ek) kezelésére. A diabetes lényege, hogy a
sejtek nem tudjak megfeleléen felvenni a vérbol az gliikkozt, emiatt a vércukorszint megemelkedik. (I-
tipusu vagy fiatalkori diabetes: a hasnyalmirigy nem termel elegend6 inzulint, mert pl. autoimmun fo-
lyamatok elpusztitjak az béta sejteket. II-tipusu vagy idoskori cukorbetegség: van inzulin termelés, de a
sejtek inzulin érzékenysége lecsdkken, emiatt nem hat eléggé.)

A kiviilrél bevitt inzulin potolja a hianyzo vagy elégtelen inzulintermelést. Az inzulint nem lehet
szajon at bevinni a szervezetbe, mert egyrészt az emésztdenzimek lebontjak, mint a tobbi fehérjét,
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masrészt a fehérjemolekulak méretiiknél fogva gyakorlatilag nem szivodnak fel. Emiatt injekcidoban
adjak, illetve fejlesztések folynak az nyalkahartyakon keresztiili bevitelre.

2.1 Az inzulin szerkezete

Két aminosavlancbol all (21 + 30 aminosav), amelyeket két diszulfid hid kot ssze és egy stabi-
lizal. Moltomege: 5734. 1zoelektromos pontja: 5,4.
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A human, marha ¢és sertés inzulin k6zo6tt csak néhany aminosav a kiilonbség:
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2.2 Az inzulin érése signal
sequence chain B

N-ter

Az inzulin egy gén terméke, ez
azonban két intront tartalmaz. Az

24

S

A——C-ter preproinsulin
intronok kivagasa utan egy fehérje- St
lancként keletkezik a pre-proinzulin chain €
(110 AS), ebbdl két szakasz (pre: 23
AS, C: 34 AS) eltavolitasaval alakul
ki az aktiv szerkezet. —
N-ter
A Cter proinsulin
S S chain A
chain C
« chain € __j<; %
chain B
N-ter-
% insulin

;? chain A

Az endoplazmas retikulumban
megy végbe szignalpeptid levagasa,
a diszulfid hidak és a folding ki-
alakitdsa. A proinzulin transzport
vezikulakban megy at a Golgi
komplexbe, és ott torténik a C lanc
kivagasa (PC-I és PC-1l enzimek-
kel), valamint a két Arg levagasa
(karboxipeptidaz E enzim = CPE).
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2.3 Az inzulin el6allitasa

=

Kémiai szintézis aminosavakbodl (megoldott, de nem gazdasagos)

2. Kivonas sertés hasnyalmirigybdl és atalakitas human inzulinna (a rekombinans inzulin megje-
lenése eldtt ez volt az egyediili human inzulin készitmény)

3. Fermentaci6é génmanipulalt mikroorganizmusokkal

— Az A és B lanc termelése kiilon-kiilon E. coli-val, majd 6sszekapcsolas

— pro-inzulin fermentacidja E. coli-val, majd atalakitasa

—  Pre-pro-inzulin fermentacioja E. coli-val, hasitasok

—  Pro-inzulin fermentacio S. cerevisiae-vel, atalakitas

2.3.1 Kivonas hasnyadlmirigybdl — atalakitas

A klasszikus eljaras. Vagohidakon 6sszegytijtott hasnyalmirigybdl extrahaljak az sertés inzulint.
De:
— hincs elég beldle
— az egy aminosav kiilénbség hossza tavon immun-problémakat okozhat

Ezért inkabb atalakitjak, a lancvégi alanint treoninra cserélik. Ehhez nem exopeptidazt hasznal-

nak, ahogy az logikus lenne, hanem egy szelektiv endopeptidazt, a tripszint. Ez az emészt6 enzim szintén
a sertés hasnyalmirigyébdl nyerhet6 Ki, de nem a Langerhans sejtekb6l, hanem a hasnyalat, az emészté
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enzimeket termeld szovetbOl. A tripszin a bazikus aminosavakra (Arg, Lys) szelektiv, ezek karboxi
oldalan 1év6 peptidkotést bontja. Az inzulin molekulaban két ilyen aminosav van, a B22Arg és a
B30Lys. Ez utdbbi mellett hasitva az enzim lecsipi a lancvégi alanint. Mellékreakcioként az Arg melletti
hasitas is felléphet, a B23-30 oktapeptid szabadul fel. Ennek visszaszoritasara specialis reak-
ciokoriilményeket kell beallitani, alacsony héfok (6-12 fok), apolaris oldészerelegy (etanol, DMSO,
DMF + <50% acetat puffer.

A bontasi reakcioval parhuzamosan az ellentétes folyamat is végbemegy. A tripszin nagy szabad
aminosav koncentracioé mellett peptidkotés 1étrehozasara is képes. A hidrolizis és az acilezés dinamikus
egyensulyban vannak. Ha nagy foloslegben szabad aminosavat, treonint adunk a rendszerbe, akkor a
folyamat a szintézis iranyaba tolodik el. Mivel a rendelkezésre allo szabad aminosavak kozott a treonin
nagysagrenddel nagyobb koncentracioban van jelen, mint az alanin, ez nagyobb valoszintiséggel
kapcsolodik a lanc végére. Az egyenstlyi elegyben a B30Thr akar 92%-ban is megjelenhet az 0sszes
inzulinszarmazékhoz viszonyitva.

A mellékreakcidk visszaszoritisa érdekében nem treonint, hanem Thr-észtert (pl.: terc-butilész-
tert) adnak a reakcioelegybe. A termék elvalasztasa utan a treonin észter hidrolizisével alakul ki a human
inzulin:

COOH
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2.3.2 Az inzulin fermentacios eldallitasa

Prokariotakkal is megoldhato, mert:
Viszonylag rovid lancok, nincs glikozilezés, metilezés, de:
Két lanc, hadrom diszulfid hid — nehezebb jol dsszeparositani

srer

egészet egyben is.

E. coff E. coli

plasmid plasmid

Adalék: Kettbs fermentdcio E. coli-val
gene for A-chain gene for B-chain

Ennek a technikanak mar csak torténeti érde-
kessége van. Az egyik elsé rekombindns technologia-
ban az inzulin A és B lancat két kiilon pBR322 plaz-
mid vektorba épitették be. Az inzulint kédolo szakasz
elé egy Trp-operonbdl szarmazo szakaszt (121 ami-
nosav) illesztettek, amelyeket egy metioninnal vd-

protein
producticn

lasztottak el. Ennek az a szerepe, hogy brémcian ha-
tasdara (70%-0s HCOOH-ban) a Met elbomlik, és a
fehérjeldanc ezen a helyen elszakad. 4 kivdlasztott E.
coli torzset (nem-patogén coli torzs, csak laboratori-
umban életképes, a természetben elpusztul) kiilon
fertdzték meg a két plazmiddal, két kiilon manipuldlt
torzset hoztak létre. A két torzzsel kiilon fermentdcio-
val allitottak el a két inzulin lancot. A leader szek-
venciak lehasitasa utan a két lancot izolaltak. Az —
SH csoportokat oxidativ szulfitolizissel (Na2SOsz +
NazS40¢, pH>9) —S-SOj3 csoporttd alakitottak, azaz
felbontottik az esetleg létrejott (hibds kotésii) diszul-
fid hidakat. 4 két szabad lanc elegyitése utan a di-
szulfid hidakat reduktiv kézegben (—SH vegyriiletek-
kel: merkapto-etanol, ditio-treitol) hoztdk létre.
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http://www.dnalc.org/view/15928-How-insulin-is-made-using-bacteria.html

Eléallitas egy fehérjelancként (pre-pro-inzulin) E. coli-val

Ezzel voltaképpen a természetes inzulin képzddését és érését masoljuk le a technologidban.

Az egész lanc eldallitasa génmanipulacié szempontjabol nem nehezebb, mert a teljes kodolo gén-
szakasz (pre-pro-inzulin) befér egy E. coli plazmidba. Bonyolultabb feladat viszont a DNS szakasz ki-
alakitasa. Mivel az inzulin gén két intront is tartalmaz, nem hasznalhatjuk direktben az izolalt DNS-t
hiszen ebbdl sokkal hosszabb, hasznalhatatlan fehérje képzddne. Célszerlien mRNS-t, méghozza érett,
a kivagason atesett mRNS-t kell keresni, és errdl megszerkeszteni a kivant génszakaszt. Ehhez az RNS-
ol reverz transzkriptdzzal DNS-t kell masolni, a hibrid nukleinsavakat szétvalasztani, kétszala DNS-t
szintetizalni, majd ragados végekkel ellatni, ez keriilhet azutan a vektorba. A bevitt plazmid a ,,szoka-
sos” elemeket tartalmazza, szelekcidos markerei ampicillin és tetraciklin rezisztencia, promoétere tripto-
fannal szabalyozhato er6s Trp promoter. A coli az egész (pre)-proinzulin lancot elkésziti, de a szerkezet
kialakitasat tovabbi 1épésekben kell megvalositani. A technologia miiveleti sorrendje:

Szakaszos fermentacié (15 m®)

Sejtfeltaras (lizis), centrifugalas, szlirés

Folding: a tercier szerkezet kialakitasa megfeleld pufferben.
Hasitas harom helyen Arg mellett

A B lanc végérol két Arg ,,lecsipése”

Tisztitas

ok wnE

Az elsbdleges szerkezetet, az aminosav sorrendet felépiti a coli sejt, de a kovetkez6 1épéseket,
amelyeket a természetes hormon szintézisben a hasnyalmirigy sejtek enzimei hajtanak végre, tovabbi
technologiai 1épésekben kell megvaldsitani. A diszulfid hidak és a harmadlagos szerkezet kialakitasa az
izolalas utdn, a folding pufferben megy végbe. Ezutan kertil sor a ,.felesleges” molekularészek elta-
volitasara.
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A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai

Célszerlien a természetes reakcioutat kellene kdvetni, azt, ahogyan a hasnyalmirigy sejtekben
alakul ki az aktiv inzulin. Mivel ezek a human enzimek nem allnak rendelkezésiinkre, helyettiik mas
eredetli, de hasonl6 aktivitasu enzimeket kell keresni. A lanc szétvagasa harom helyen a bazikus jellegii
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arginin mellett sziikséges, erre a mar emlitett tripszin alkalmazhat6. A hasitasi termék mar csak két
argininben tér el a végterméktdl (B30ArgArg inzulin). Ezek eltavolitasat a sertés hasnyalmirigyébol
kivonhato karboxipeptidaz-B-vel valositjak meg, amely a CP-E-hez hasonléan a C-terminalis bazikus
aminosavak eltavolitdsara specializadlodott. Az enzimes atalakitds utan a tisztitas elsé 1épése a gél-
kromatografia, amellyel a levagott fehérjelancokat lehet elvalasztani a célterméktol.

El6allitas élesztovel (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris)

A prokariota coli mellett eukariotakkal, élesztokkel is termeltetik a rekombinans inzulint. E16nyds
példaul, hogy a termelés extracellularis, nincs sziikség sejtfeltarasra. A fermentaciot félfolytonosan is
lehet vezetni, ami gazdasagosabb. Emellett az élesztd enzimei még a sejtben elvégeznek néhany
atalakitast, igy a technologia kevesebb 1€pésbdl all.

- Q — _qu - -
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v I |
Signal peptidase | Kex2 H ! !
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Az élesztoben termeltetett rekombinans fehérje az el6zéektdl eltérd konstrukcid. Ahhoz, hogy a
fehérje végig tudjon haladni az endoplazmas retikulum — Golgi — extracellularis tér Gitvonalon, egy lea-
der szakaszt kell elé kapcsolni. Ez a leggyakrabban az éleszt6ben miikodé o-faktor leader, néha Yap3,
de kifejlesztettek szintetikus leader szekvenciakat is. Ez egy szignal peptiddel kezdédik, ez vezeti be a
riboszoman képz6dé fehérje lancot a transzlokonon keresztiil az endoplazmas retikulum belsé terébe.
Ezt a szakaszt még ott helyben levagja a szignal peptidaz. A ,,Pro-” szakasz 43-47 aminosav hosszasagu,
az a-faktor leader estében harom szénhidrat ,,legyez6” kapcsolodik hozza. A leader és az inzulin A lanca
koz¢é néhany aminosavbol allo 6sszekotd S-peptidet (=spacer) illesztenek. Ez minden esetben két bazi-
kus aminosavval (Lys/Arg) kezdédik, mert az éleszt6ben talalhaté Kex2 proteaz ennél a pontnal hasit.
Igy ez az enzim még a sejtben eltavolitja a ,,Pro-” lancot. A tovabbi aminosavakra sztérikus okokbol
van sziikség, ezek nélkiil a Kex2 enzim ,,nem fér hozza” a vagasi helyhez. gy viszont felesleges ami-
nosavak maradnak a B lanc N-terminalisan. Ett6] ugy lehet megszabadulni, hogy az utolso helyre lizint
épitenek be és a kés6bbi tripszines kezelés levalasztja a feleslegessé valt szakaszt.

Inzulin prekurzor
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A termelt fehérjét inzulin prekurzornak (IP) nevezik, mert nem azonos a human proinzulinnal. A
C lancot jelent6sen megroviditették (3-6 aminosav), s6t el is hagytak. A B30 treonint is kihagytak, ezt
csak folyamat végén, enzimesen kapcsoljak ra.

2.3.3 Az inzulin feldolgozdsa

Els6 1épésként a kiilonbozé méretii molekulak, hasitasi termékek és egyéb, kis peptidek elvalasz-
tasara gélkromatografiat alkalmaznak. Ezt kdvetheti egy ioncsere kromatografias 1épés, és az igy meg-
tisztitott oldatbol valasztjak le az inzulint. A kiilonb6z6 inzulin formak eltérd sebességgel szivodnak fel
az emberi szervezetben. gy ezek megvalasztasaval, illetve kombindlasaval beallithatjuk az inzulin ké-
szitmény hatastartamat. A tiszta inzulin dnmagaban hajlamos amorf csapadékként kivalni. Szépen kris-
talyosithato viszont cink komplex forméajaban. A
komplexképzés a B-10 His aminosav gyiriijében
1év4 nitrogénatomon keresztiil térténik. Ez tobb-
értékli fémionokkal komplex kotést képes kiala-
kitani. (Ugyanezt hasznalja ki a fém-kelat kroma-
tografia, amelynél az allofazishoz rogzitett fém-
ionok — Ni, Cu, sth. — 1étesitenek kotést a fehérjék
hisztidinjeivel vagy a hozzakapcsolt His-tag-gel.)
Az inzulin esetében is tovabbi 15 féle fémionnal
alkotott komplexet irtak le, de a gydgyszertani
szempontok alapjan a cink ionnal alkotott hexa-
mer az optimalis.

A kristalyositasndl a hig savas oldatban
(ecetsav, esetleg sosav) 1évé 7%-0s inzulin oldat
pH-jat ammonium-acetat hozzaadasaval 5,4-6,1
kozé allitjak. A sztochiometrikus Zn ion meny-
nyiség csak 2 ezreléke lenne az inzulin tomegé-
nek, de ezt negyvenszeresen tuladagoljak. Ez
1.1% cink-klorid hozzaadasat jelenti. Az oldha-
tosag csokkentésére még 10% acetont is kever-
nek az elegyhez, és a hdmérsékletet 25 °C-rol +5
°C-ra csokkentik. A kristalyosodas elsérendii ki-
netika szerint megy végbe, az anyag nagy része az
els6 négy oraban kivalik, de az egyensulyi allapo-
tot csak ~24 6ra utan éri el.

Ilyen koriilmények kozott a komplex rom-
boéderes formaban kristalyosodik.

A gyorsabban felszivodé amorf és a lassab-
ban felszivodo kristalyos inzulin mellett haszna-
latos még a protamin-inzulin is (NPH = neutral
protamin Hagedorn). A protamin, mint bazikus
fehérje a savas karakterti inzulinnal egyiittesen Ki-
csapva egy rosszul old6do formulat ad, ami lassan
szivodik fel, igy elnytjtott hatast alakit ki.

2.4 Inzulin analitika

Egy rekombinans fehérje mindsitésénél mindig az az alapkérdés, hogy tulajdonsagaiban meny-
nyire egyezik meg az eredeti fehérjével. Ez legtokéletesebben a biologiai hatas dsszehasonlitasan ke-
resztiil lenne lemérhetd.

Ami az inzulinnal azt jelentené, hogy mérni kellene a beadas hatasara bekdvetkez6 vércukorszint
csokkenést az emberi szervezetben. Alanyként embereket nem, de nyulakat hasznalhatunk, de ez termé-
szetesen draga, lasst, kis kapacitasu és allatvédelmi szempontbol is kifogasolhato.
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A fehérjék harmadlagos szerkezetére is kiterjedd azonositasara alkalmasak az immunanalitikai
modszerek, reakciok specifikus ellenanyagokkal. Ezek viszont sokszor nem adnak pontos kvantitativ
eredményt.

A mindsités elso 1épése rendszerint egy HPLC vizsgalat, ami gyors, kvantitativ és az esetleges
szennyezésekre is informaciot ad. Az egész, 51 aminosavbol allo inzulin molekula vizsgalatanal a kis
eltérések nehezen vehet6k észre. Ennél részletesebb eredményt kaphatunk, ha az inzulin molekulat egy
specifikus endoproteazzal (V8 proteaz) feldaraboljuk. Ez négy jol definialt helyen hasitja el az inzulint,
és a kapott 6t peptid kromatogramjabol mar a kis eltérések kiolvashatok (fingerprint technika).

Vizsgalhatjuk az inzulin preparatumot aminosav analizatorral is. Teljes hidrolizis utan az amino-
savak kromatografias szétvalasztasaval az aminosav Osszetételt kapjuk meg, de ez csak a fehérje elsdd-
leges szerkezetére ad informaciot.

2.5 Moédositott inzulin molekulak

Gyors hatast inzulinok:

Lispro inzulin: a B28 Pro és 29 Lys sorrendjét megcserélték. A valtoztatas alapja az IGF-1 (insulin
like growth factor) molekula szerkezete volt, amelyben ugyanez az aminosavak sorrendje. Nem alkot
hexamert, gyorsabban felszivodik, ~15 perc alatt hat a szokasos 45-60 perc helyett. Az Eli Lilly (USA)
gyartja, Humalog néven.

Aspart inzulin: a B28 helyen 1év6 Pro-t kicserélték Asp-ra. Egyrészt nem alkot hexamert, mas-
részt a bevitt savas csoport miatt eltolodik az izoelektromos pont — jobban oldddik, gyorsabban fel-
szivodik. S. cerevisiae-vel termeli a NovoNordisk (DK), Novo-Log néven.

Aspart, lispro, glulisine ultragyors

Regularis, gyors hatasu
NPH, intermedier
\ Ultralente, hosszl

B 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Idé (6ra)

Glarging, detemir, hossz(

Plazma inzulin szint

Elnyutjtott hatasu inzulinok:

Glargin inzulin: (Gly + Arg) mindkét lanc C terminalisat atalakitottak: az A21 Asp helyére glicint
kapcsoltak, a B lanc végére pedig két arginint. Ez megvaltoztatja az izoelektromos pontot (5,4 — 6,7).
Az injekcidban (pH=4,0) oldatban van, beadva a szévetekben (pH=7,4) mikroprecipitatumok keletkez-
nek. Ezek lassan oldodnak fel, emiatt elnyujtott a hatas (>24 6ra). A Sanofi-Aventis gyartja, Lantus
néven.

Detemir inzulin: a B30 Thr-t elhagytak, és a B29 Lys amino csoportjat C14 zsirsavval (mirisztil-
sav) acilezték. A gyartasnal révidebb lancot termeltetnek (Insulin B1-29-Ala-Ala-Lys-Insulin Al1-21),
ezt enzimesen bontjak, majd acilezik. A Novo-Nordisk allitja el6, Levemir néven.
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3. ESETTANULMANY: Eritropoietin (EPO) gyartasa

Az eritropoietin egy hormonfehérje, a citokinek kozé tartozik. Funkcidja szerint stimulalja a vo-
rosvértestek (eritrocitdk) képzodését a csontveldben. A szervezet egésze szamara a megfeleld oxigén-
szallito kapacitast biztositja. Képz6dését a vér hosszabb ideig tarté alacsony oxigénkoncentracidja (hi-
poxia) indukalja. A hormont a vesetubulusok mellett talalhaté intersticialis sejtek termelik. Az EPO 85-
90%-a a vesében képzddik, 10-15% pedig a majban. A vese képes a hematokrit szintet (a vorosvérsejtek
aranyat a vérben) a normal, 45%-os értékre beallitani tigy, hogy a vorosvérsejtek mennyiségét az EPO
termelésén és a viz, illetve sé tritésén keresztiil (a plazmatérfogat beallitisaval) szabalyozza. A vérbe
keriil6 EPO eljut a csontveld sejtjeihez és a sejtfelszini receptorokhoz kotddik, igy stimulalja a
differencialodasat.

http://www.pnas.org/content/100/3/1028/F1.expansion.html

Kiilsé EPO bevitelre tobbféle korkép esetén is sziikség lehet:
1. Nem termelddik elegendé hormon - ez a vesekéreg karosodasa esetén fordulhat eld.
2. Anaemia (vérszegénység) tartos dializis (miivese) kezelés esetén.
3. A csontveld tal kevés voros vértestet képez (pl. anaemia tumor illetve kemoterapia kovetkez-
tében), ekkor az ép allomanyt lehet gyorsabb miikodésre késztetni.
4. A vorods vértestek elvesztése vagy pusztulasa (vérveszteség, HIV, malaria)

Az EPO-t engedélyezték kronikus veseelégtelenségben szenvedd anémiasok és kemoterapias ke-
zelés alatt allo rakos betegek szamara, valamint miitéti vérveszteség esetén. Az EPO adasa a HIV ke-
zelésére hasznalt Zidovudine mellett adagolva is jotékony hatasu.

A gyogyaszati felhasznalason til az EPO-t hasznaljak doppingszerként is, mivel a keringési rend-
szer oxigénszallitasi kapacitasa kulcskérdés az alloképességi sportagakban (kerékparozas, hosszutav-
futas, sifutas, de néha labdartigok is hasznaljak). Ugyanez a mechanizmus miikodik a sportolok ma-
gashegyi edz6tdborozasanal is. A ritka leveg6ben az alacsony oxigén tenzidhoz ugy alkalmazkodik a
szervezet, hogy noveli az EPO termelést, ezaltal néhany hét alatt megnoveli a vorosvérsejtszamot, ami-
t0l megno az oxigén-szallitasi kapacitas.

3.1 Az EPO szerkezete
Az z EPO szerkezetét tekintve egy glikoproteid, mely 165 aminosav-, €s 55 cukoregységbdl all.

A szénhidrat rész, mely a molekula tomegének kozel 40%-at teszi ki, harom N-glikozilacios (Asn 24,
38, 83) és egy O-glikozilacios (Ser 126), egységbdl all. Egyetlen fehérjelancbol all és két diszulfid hid

— Disulfidbriicke N-Actetylglucosamin

() Mannose N-Acetylgalactosamin
®© Galaktose d Sialinsdure
@ Aminosaure F. Fucose
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rogziti a szerkezetét. Az egyik majdnem a lanc végeit kapcsolja 0ssze, egy oOriasi hurkot képezve (,,nyak-
lanc és csat”), a masik egy kicsi, 6t aminosavbdl allo gytriit formal.

Molekulatomege kb. 30 kDa, a kiilonb6z6 izoformak miatt nem adhaté meg pontosan, ebbdl a
fehérjelanc tomege 18396 Da.

A harmadlagos szerkezet 4 antiparalel lefutast a-hélixbdl all, az N-glikozilaciés oligoszacharid
»legyezok” a molekula egyik polusan helyezkednek el.

& sialic acid
A Galactose @ Fucose

6 Mannose . Glucosamine

A szénhidrat lancok végén legtobbszor szialsav (hét szénatomos cukorsav) talalhato, de a lanc
belsejében is eléfordulhat. A savas csoportok szama megvaltoztatja a molekula t61tését, izoelektromos
pontjat (savas, pH=4,4 kortili). A szidlsavazottsag mértéke aranyos a hormon receptorko6té képességével
¢és a szérumbeli felezési idejével (ez utobbi fontosabb az EPO hatasanak szempontjabol). A lancvégi
szialsavak hianyaban a szabadon maradé galaktdz végek erésen kotdédnek a majsejtek galaktoz recep-
toraihoz. A molekula szénhidrat részei variabilisak, a glikozilaldé enzimek statisztikus mitkodése miatt
egyidejlileg kiilonboz6 mértékben szializalt (,,félkész”) izoformak vannak jelen. A cukorrészek befolya-
soljak a molekula ho- és pH-érzékenységét is.

|
EPO Carbohydrate 304
- |
3 N-linked chains 1 O-linked chain Isoform © |
I I I I (No. of Sialic Acid % 254
residues) Q
1
—_—
% £ 204
Y 7 1 e
E 154
12 (7]
i?ﬁ i‘ﬁ)’ ‘H} -
c
o — = 10
@
(v
10 g
-
04 T T r T T
0 = Salic Acid 8 9 10 1 12 13 14
The structure of the carbohydrate chains is variable Isoform
A — Figure 2: In Vivo Efficacy of Isolated EPO Isoforms—CD-1 mice (n = 20/
Test the isolated EPO isoforms for biological activity

Figure 1:
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EPO = ery jeti
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3.2 Az EPO eldallitasa

Kis mennyiségli hormont ki lehet vonni vérbdl, illetve vizeletbdl, de ezekben nagyon kicsi a
koncentracioban fordul el6 és az alapanyag is korlatozott mennyiségben all rendelkezésre. A hormont
elészor vérszegénységben szenvedd betegek vizeletéb6l (2500 liter) tisztitottak, 1977-ben.

Kereskedelmi mennyiségben rekombinans fehérjeként allitjak eld.
Az EPO génje 4 intront tartalmaz, ezek a mRNS érése soran kivagodnak. A fehérjelanc eredetileg
193 aminosavbol all. Erése soran az N-terminalisrol a 27 AS-bol 4ll6 pre szakasz, a C-terminélisrol egy
Asp hasad le. A cDNS-¢ét a szignalfehérjével egyiitt 1985-ben sikeriilt klonozni.
Gazdasejtként erre a célra nem hasznalhatunk prokaridtakat, mert:
— ezekben nem miikodik az intronok kivagasa (ez még megoldhato az érett mRNS reverz
transzkripcidjaval)
— nem képesek a glikozilalasra
— aharmadlagos szerkezet kialakitasa (folding) bizonytalan
— nagy az esély, hogy a fehérje intracellularis marad
— zarvanytest (inclusion body) kialakulésa is lehetséges
Osszetettebb fehérjék termeléséhez ezért eukariota gazdasejteket valasztanak. Megismételve a
fejezet elején felsorolt szempontokat, termelhetiink:
— élesztokkel
» konnyen, gyorsan szaporithatok, hagy hozam, olcso taptalaj, de:
» az eltér6 (hiper)glikozilacios mintazat miatt a termék nem mindig aktiv vagy im-
munreakciot valt ki.
— allati sejttenyészetben
» lassu szaporodés, draga tapoldat, kényes fermentacid, kisebb koncentrécio, de:
* Dbiologiailag aktiv termék.
Az EPO esetében az allati sejttenyészetek alkalmasak a termelésre. A kiilonbozé vallalatok CHO
(Chinese Hamster Ovary = kinai horcsog petefészek), és BHK (Baby Hamster Kidney = veseszdvet)
sejtvonalak manipulalasdval is megoldottdk a gyartast.

3.2.1 Az EPO génbevitel vektora

Ahhoz, hogy az EPO génszakaszt klobnozni
lehessen, olyan vektort kellett valasztani, ami az
emlGs sejtvonalban is miikddni, szaporodni tud.
Replikacios origoként SV40-et (majomvirus
része) épitettek be. A plazmid markere a DHFR
(dihidrofolat reduktaz) enzim génje. Ennek meg-
feleléen a CHO gazdasejtben ez az enzim hiany-
zik. Tobblépcsds metotrexatos szelekcioval jo és
stabil (tobb mint 50 osztddas) termeldképességli
sejtvonalakat izolaltak.

mHI
pDSVL-gHUEPO .,

9960bp BamHI

3.2.2 EPO fermentdcié (upstream)

Az els6 eljarasok feliileti novekedésiit CHO sejtekkel mitkodtek. Munkaigényessége ellenére ipari
mennyiségben is forgd palackokban allitottak eld (5000 palack!). A sejtvonal szaporitasahoz Eagle alap
kozeget, +10 % szérumot és 10% Bacto tryptose foszfat oldatot hasznaltak. Négy nap utén a tapoldatot
lecserélték a termeld kozegre, ami csak 1,5% szérumot tartalmazott. Ezt félfolytonos iizemben 3
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naponként lefejtették és friss tapoldattal potoltak. gy egyrészt olesobb a kozeg, masrészt a feldolgozas
soran kevesebb idegen fehérjét kell elvalasztani.

A fejlesztések soran elérték, hogy a sejtvonal fehérjementes tapoldaton is novekedjen. A sejteket
makroporusos mikrokarriereken — feliiletén és porusaiban —Szaporitottak, fluidizacios reaktorban. Ez
folytonos technologia, gliikozt és Na-butiratot tartalmazo tapoldaton. A szabad ammonia koncentracio-
jat 2mM alatt tartottak. Egy termelési ciklust 40 napig tartottak fenn.

Kialakitottak perfuzios iireges szal (hollow fiber) reaktort is, a membran tartotta vissza a sejteket,
a masik térben zajlott az anyagforgalom, a termék elvétele, a tapanyagok és az oxigén bevitele.

3.2.3 Az eritropoietin izoldaldsa (downstream processing)

A fehérje mindegyik technologidban extracellularisan képzddik, és a feliileti novekedésii sejtek
miatt kiilon sejtelvalasztasi lépést nem kell beiktatni. A 1€ feldolgozasara sokféle technologiat irtak le,
mindegyik kromatografias/adszorpcios 1épések varialasan alapul. Egy jellegzetes 1épéssort tekintiink at
a kovetkezokben:

1. 100 I lefejtett fermentlé koncentralasa 2 1-re hollow-fiber ultrasziirével. (Az 50-es koncentracios
faktort valdsziniileg csak tobb 1épésben lehet elérni.)

2. MADb-affinkromatografia: a toltetre az EPO-ra szelektiv monoklonalis antitesteket rogzitettek,
ezen csak az eritropoietin molekulak kotédtek meg, a tobbi oldott komponens kimoshat6 az
0szlopbol. Az adszorbealddott molekulakat natrium-acetat oldattal elualjak. (Az affinkromatog-
rafia név téves, ez voltaképpen oszlopban végrehajtott adszorpcio.) Ennek soran a termék 2800-
szoros tisztitasat érték el, mikozben az aktivitas 84 %-a megmarad. A miivelet nagyon hatékony,
de a MADb oszloptoltet nagyon draga, és az élettartama is rovid (a fehérje ligandumok elbomol-
hatnak, levalhatnak), gyogyszergyari technologiakban csak 30-50 alkalommal hasznalhatok.

3. Gélkromatografia Sephadex G-100 oszlopon, molekulaméret szerinti elvalasztas. Az eredeti ak-

tivitas 66 %-a megmarad.

Adszorpcié hidroxiapatit télteten, az elcio utan az aktivitas 52 %-a megmarad.

Puffercsere és stabilizalas human szérum albuminnal.

A termék tisztasagat SDS-PAGE-sel, HPLC-vel, és MAB-ELISA-val ellendrzik.

o as

3.3 Eritropoietin készitmények

Mindegyik rekombinans EPO els6dleges szerkezete (aminosav sorrendje) azonos, de a cukorré-
szek Osszetételében (glikozilacids mintazat) kiillonbozik a nativ molekulatol.

EPOa: CHO sejtvonallal termeli az Amgen. A szabadalmi oltalom 2013-ban lejart, a gyartas le-
allitasara késziilnek.

EPOB: CHO sejtvonallal termeli a Roche.

Mindkett6 oligoszacharid izoformak keveréke. Klinikailag egyenértékiiek. E kettdn tal még sok
bioszimilaris utangyartott termék van.

EPOw: BHK sejtvonallal termeli az Elamex. A fehérjelanc itt is azonos, de az egyik N-glikan
foszforilezett oligomannant tartalmaz, €s a molekulak egy részében hianyzik az O-glikan.

EPOJ: humén fibroszarkéma sejtvonallal termelik, a genetikai manipuléacio kiilonbozik az el6zo-
ekt6l. Nem az EPO gént vitték be a sejtbe, hanem a human genomban jelen 1évé, de kikapcsolt gént
aktivaltak egy erds virus promoter (CMV) beépitésével.

A kiilonb6z6 variansok kozott kis kiilonbségek vannak: mindegyik izoformak keveréke, ezek izo-
elektromos fokuszalassal vagy kapillaris zonaelektroforézissel szétvalaszthatok és azonosithatok. Mind-
egyik engedélyezett, hasznalatban 1évé termék, bar a biologiai hatasuk, illetve ennek id6beli valtozasa
kis mértékben kiilonbozik.
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Epoetin (—a, —B, etc.) LJ\J) '{J) '\LL,
same amino acid | |
as human EPO
Asn ﬁksn Asn Ser
126
Darbepoetin l?) Qﬁ” Kﬁp Q]l"
altered amino acid sequence |-
.&sn Asn P.sn Asn ﬁsn Ser
126
i i 'r ,
CERA I
postiransiational } Asn Asn | Ser
pharmaceutical modification ” 24 as r” 126
Methoxy-PEG polymer
Ala 1, Lys 45 or Lys 52

Mésodik generacios EPO készitmények

A moédositasok célja a biologiai aktivitas novelése, a felezési id6 ndvelése, a felhasznalas konnyi-
tése. Ennek érdekében a kiindulasi molekulanak mind a fehérjerészét (protein engineering), mind a
szénhidrat részeit (carbohydrate engineering) modositottak.

Darbepoietin alfa/Aranesp (Amgen): modositott EPO, amelyben 6t aminosavat cseréltek ki: Asn-
57, Thr-59, Val-114, Asn-115 és Thr-117, ezzel ujabb két N-glikozilacios helyet alakitottak ki. Harom
helyett 6t N-cukorlancot tartalmaz, ennél fogva szialsav-tartalma is nagyobb. A molekula felezési ideje
a haromszorosara nétt.

Mas fejlesztésben a 24 Asp-at Glu-ra cserélték le, a molekula hatékonysaga 29%-kal novekedett.

Harmadik generacios EPO készitmények
CERA (Continuous erythropoietin receptor activator): az EPO-ra PEG lancokat kotottek, ett6l a
molekulatomeg 60 kDa-ra novekedett. A felezési id6 a huszszorosara nétt (Roche gyartmany).
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