Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA

Lehet:
— Prokariotakkal (baktériumokkal)
+ Kodnnyen, gyorsan szaporithatok, olcsé taptalaj, de:
+ atermék sokszor intracellularis (zarvanytest), és nincs
_ poszttranszlacios modifikacio (glikozilalas, metilezés)
— Elesztékkel
» Gyors szaporodas, j6 hozam, olcsoé taptalaj, de:
* eltérd glikozilaciés mintazat, nem mindig aktiv a termék
— allati sejttenyészettel
» Lassu szaporodas, draga tapoldat, kényes fermentéacio,
kisebb koncentracio, de:
» termék biztosan bioldgiailag aktiv.
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REKOMBINANS FEHERJEK

A jelenleg jévahagyott technoldgiak 95%-a ezt a harom gazda-
szervezetet hasznalja:

E. coli S. cerevisiae Chinese Hamster
Ovary (CHO)
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ragi

REKOMBINANS FEHERJEK

Funkcié szerint:

naz)
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— Hormonok (inzulin, eritropoietin)

— Enzimek (altalaban orvosi célra; VIII faktor, tPA, aszpa-

— Antitestek (terapia - analitika; Herceptin, ProstaScint)

— Vakcinak (aktiv és passziv immunizalas)

Molecule type

Small molecule
Therapeutic protein
Monoclonal antibody
Vaccine

Therapeutic Protein Classes

2009

41

2010

414

68
43
22
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Sales ($ billion)
2011 2012
45 405

70 | 72
48 | 53
% | 25

74

27

Combined global prescription sales for the top 50 pharmaceutical companies

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

2014

76

28

Difference in
sales between
2009 and 2014

4%
17%
63%
33%
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Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Inzulin

Az inzulin emléshormorn; ez volt elso rekombinans modszerrel eloallitott fehérje. A
gvogvaszati célra torténd human inzulin éves termelése eléri a 20 tonnat. Az inzulint a

hasnyalmirigy (pancreas) Langerhans—szigetei termelik. Antagonista parja a glukagon, a két

hormon egviitt biztositja a vércukorszint megfeleld szabalvozasat. Az inzulint eloszor 1922-
ben 1zolaltak kutya pancreasbol. Az aminosavszekvenda meghatarozasat 1955-ben Sanger

végezte el.

Nélkll6zhetetlen a cukorbetegek szamara.
Diabetes: cukor anyagcsere zavar, mege-
melkedik a vércukorszint.

Inzulin: kettés peptidlanc, per os nem ad-
haté, mert lebomlana - injekcio, vagy in-
halalas

Amino acid comparison of insulin
. between selected species
Inzulin szerkezete _ Peptide chain and
Species amino acid number
A8 A10 A18 B30
Két aminosavlancbal all (21 + 30 ami- Eeline Ala Val His Ala
Qosav),, amelyeket [(e,t diszulfid hid két Ev— Ala Val Asn Ala
Ossze és egy stabilizal.
A human és az dllati inzulinok kdzott  Porcine/Canine Thr lle Asn Ala
csak néhany aminosav a kilonbség:  {uman Thr lle Asn Thr
A Chain |_ —I - ] )
Gly\ Ile‘VaJ Glu Gln Cyswcys Thr Ser lle Cys Ser\Leu Tyr Gln Leu G|u Asn,: Tyr [ Cys | Asn
5 P IO
| /
S S
| ) 1
Phe'r Val [ Asn | GIn | His | Leu | Cys | Gly | Ser | His | Leu | Val | Glu | Ala rLeu/: Tyr | Leu | Val 1Cys', Gly | %
B Chain (5
=)
(Thr (1ys \(ro)(THe)(Ty7) prefche 6
- zertudomany Tanszék
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Az inzulin (
7 7 2 2 CMCmmﬂc-&er
e re S e s § preproinsulin
S S
N-ter d d
Az inzulin egy gén - et
terméke. Két intron ‘ /
kivagasa utan egy —
fehérjelancként ke- E— o
letkezik (pre-proin- — P— o proinsulin
zulin, 110 AS), eb- )
bsl két szakasz e
(ore: 23 AS, C: 34 noin S . %
AS) eltavolitasaval
alakul ki az aktiv i Cter
szerkezet. g S e A
5 L insulin
phee chain B

Az inzulin érése

Az endoplazmas retikulumban
megy vegbe szignalpeptid leva-
gasa, a diszulfid hidak és a fol-
ding kialakitasa. A proinzulin
transzport vezikuldkban megy
at a Golgi komplexbe, és ott t6r-
ténik a C lanc kivagasa (PC-I
és PC-ll), valamint a két Arg le-
vagasa (karboxipeptidaz E).
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key
signal peptide
B-chain peptide

dibasic cleavage peptides
C peptide
A-chain peptide

1. translation
and translocation

2. folding, oxidation
and signal peptide
cleavage

- 3. ER export, Golgi
transport, vesicle
ackaging

4.protease cleavage
liberates C-pepti

5. carboxypeptidase E
produces mature insulin
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Az inzulin eléallitasa

1. Kémiai szintézis aminosavakbdl

2. Kivonds sertés hasnyalmirigybél és atalakitds human inzu-
linna

3. Fermentécié génmanipulalt mikroorganizmusokkal

— Az A és B lanc termelése kilén-kilén E. coli-val, majd
Osszekapcsolas

— pro-inzulin fermentaciéja E. coli-val, majd atalakitasa
— Pre-pro-inzulin fermentacioja E. coli-val, hasitasok
— Pro-inzulin fermentéacié S. cerevisiae-vel, atalakitas

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas

A klasszikus eljaras. Vagéhidakon 6sszegydijtdtt hasnyalmirigy-
bél extrahaljak az sertés inzulint.

— Nincs elég belble

— Az egy aminosav kllénbség immun-problémakat okozhat
Ezért inkabb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint.
A tripszin szintén a hasnyalmirigybél nyerhetdé peptidaz, ami a
bazikus aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidkétést bontja -
lecsipi a lancvégi alanint.
Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lizinre rakdthet egy
aminosavat.
Ha nagy f6léslegben treonint adunk a rendszerbe, akkor az ala-
nin fokozatosan lecserélédik treoninra.

A mellékreakcidk visszaszoritasa érdekében Thr-észtert adnak.
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Kivonas hasnyalmirigybél - atalakitas
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Inzulin fermentacids eldallitasa

Prokariétakkal is megoldhaté, mert:
Viszonylag révid lancok, nincs glikozilezés, metilezés, de:
Két lanc, harom diszulfid hid — nehezebb j6l 6sszeparositani
majd dsszekapcsolasat is — és az egészet egyben is.
Az E. colitdrzsbe a pBR322 plazmiddal viszik be a géndarabot.
A Trp-operonbdl szarmazé szakaszt (121 aminosav) egy Met-nal
valasztjak el az inzulint kddolé szakasztol. Ennek az a szerepe,
hogy brémcian hatasara (70%-os HCOOH-ban) a Met elbomlik,

és a fehérje lanc elszakad.

Az —SH csoportokat szulfitolizissel (Na,SO5; + Na,S,04, pH>9)
—S—-S0O; csoportta alakitjak — diszulfid hidak felbontasa.

Osszekapcsolas —SH vegyiiletekkel: (merkapto-etanol, ditiotreitol)
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E. coli

A két lancot két kiilén plazmidba
vitték be. Két E. coli torzs, két
kdlon fermentacid, aztan 6ssze-
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Inzulin fermentacids eldallitasa

Az egész lanc eléallitasa génmanipulacié szempontjabdl nem
nehezebb, mert a teljes inzulin gén (pre-pro-inzulin) befér egy E.
coli plazmidba. Nem-patogén coli térzs.
1. Szakaszos fermentacié (15 m?3)
2. Sejtfeltaras (lizis), centrifugalas, szlirés
3. Refolding: a tercier szerkezet kialakitasa megfelel6
pufferben.
4. Hasitas harom helyen Arg mellett (tripszin, sertés pancre-
asbal)
5. AB és C lanc koz6tti két Arg lecsipése (karboxipeptidaz B,
exopeptidaz, szintén sertés pancreasbdl)
6. Tisztitas —
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A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai
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Inzulin fermentacids eldallitasa

Az inzulin rekombinans eléallitdsa Saccharomyces cerevisiae-
val egyszer(ibb, mert:

1. Az ER-ben megtdrténik a szignalpeptid levagasa és a folding

2. A Golgiban pedig a hasitasok (PC-1,1l helyett a Kex2-protea-
zok)

3. — akész inzulin molekulat kell kinyerni és tisztitani.
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Inzulin feldolgozéas

1. Gélszlrés (hasitasi ter-
mékek és egyéb, kis
peptidek kiszlrése)

2. loncsere kromatogréafia,

3. Lehet: amorf csapadék
vagy kristalyos: Zn ion-
nal. A kristalyforma fligg
a Zn koncentraciétol és
a pH-tél (Id. tavaly). lgy
lassabban szivodik fel.
- +5°C,IEP =54
(inzulin)gZn 1.5.4)
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Inzulin
Zn-komplex

A B-10 His kapcso-
l6dik a kdzponti Zn2+
ionhoz, hexamer for-
maban a legstabi-

labb.

No zinc binding

Zinc binding

1
[Zn]

dimexr

=N

[insulin]

moneclinic

j crystal

------

pH
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Inzulin analitika
Arec inzulin azonositdsa (azonos-e mindenben a humannal):
Kémiai analizis: HPLC
» egészben
» enzimesen (V8 proteaz) étfelé hasitva (fingerprin-
ting)
» aminosav-analizis (teljes hidrolizis utan)

Bioldgiai hatas: - vércukorszint csékkenés nyulban (lassu, draga)

Immunanalizis: - reakcié specifikus ellenanyagokkal

21
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Modositott inzulin molekulak

Gyors hatasu inzulinok:

Lispro inzulin: a B28 Pro és 29 Lys sorrendjét megcserélték.
Gyorsabban felszivédd anyag, ~15 perc alatt hat a szokasos 45-
60 perc helyett. Eli Lilly, Humalog néven.

Aspart inzulin: a B28 helyen 1évé Pro-t kicserélték Asp-ra. Emi-
att nem alkot hexamert - jobban oldédik, gyorsabban felszivé-
dik. Saccharomyces cerevisiae-vel termelik. NovoNordisk, Novo-
Log néven

22
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Moddositott inzulin molekulak

a-chain

Fast-acting analogues Long-acting analogues

Insulin lispro Insulin aspart Insulin glargine Detemir insulin

Modositott inzulin molekulak

Elnyujtott hatasu inzulinok:

Glargin inzulin: (Gly + Arg) mindkét lanc C termindlisat atalaki-
tottak: az A21 Asp helyére glicint kapcsoltak, a B lanc végére
pedig két arginint. Ez megvaltoztatja az izoelektromos pontot
(5,4 - 6,7) emiatt a szdveti pH-n aggregalédik — lassabban
szivodik fel (>24 6ra). Sanofi-Aventis, Lantus néven.

Detemir inzulin: a B30 Thr-t elhagytak, és a B29 Lys amino
csoportjat C14 zsirsavval (mirisztilsav) acilezték. A gyartas-
nal révidebb lancot termeltetnek (Insulin B1-29-Ala-Ala-Lys-
Insulin A1-21), ezt enzimesen bontjak, majd acilezik. Novo-
Nordisk, Levemir néven

24
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Moddositott inzulin molekulak

Amino Acid Substitutons

Inzulinok hatasa

Aspart, lispro, glulisine ultragyors

Regularis, gyors hatasi
NPH, intermedier
Ultralente, hosszu

g 10 12 14 16 18 20 22 24

16 (6ra)

Glargine, detemir, hosszu

Plazma inzulin szint
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Eritropoietin, EPO

Hormon, glikoprotein, a citokinek kézé tartozik.

Emberi szervezetben: 85-90%-a a vesében képzddik, 10-15%-a
a majban.

A hormon funkcidja: stimulalja a vorésvértestek (erytrocitak)
képz6dését a csontvelSben.

Képzbdését a vér alacsony oxigénkoncentracidja (hipoxia) indu-
kalja (érzékeld: a vese kéregallomanyaban)

A hormon normalis koncentracidja a szérumban 10-20 mU/ml.
Erés hipoxia esetén ez 5-10 000-re is emelkedhet.

27

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Az EPO gyo6gyaszati felhasznalasa

- vesekéreg-karosodas
- anaemia tumor illetve kemoterapia kévetkeztében (csontveld)

- anaemia (veseelégtelenség, mivese kezelés kdvetkeztében)
A dializissel 10-20 év utan anaemia alakul ki, ekkor transz-
fuzié szikséges. Panaszok: gyengeség, hideg intolerancia,
alvaszavar, agyelégtelenség, stb. Az EPO javitia a beteg
életmindségeét.

- akut vérzések

- akut vérsejt-pusztulas (HIV betegek, ferté6zések, malaria)

Doppingszerként is hasznaljak az alléképességi sportokban
(hosszutavfutas, sifutas, kerékparozas, néha labdarugoék is)

28
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Az EPO szerkezete

Glikoprotein: 34 kDa, 165 aminosav, 55 szénhidrat egység
A szénhidrat rész a molekulatdmeg kdzel 40 %-at teszi ki.
1 O-glikozid rész (Ser 126).
3 N-glikozid rész (Asn 24, 38, 83).
A cukorrész varidbilis, a szialsavak mennyiségével aranyos a bi-
olégiai aktivitas és a felezési idé.
A cukorrész felel6s a molekula stabilitdsaért is: hémérséklet, pH,
,<carbohydrate engineering”
Bioszintézise: mRNS: 5 exon, 4 intron, eredetileg 193 aminosav

Posztranszlaciés médosulasok: az N-terminalisrol 28 AS (szig-
nalpeptid), a C-terminalisrél Asp hasad le.

29
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Az EPO szerkezete

vem 99
Asn 2% A N % %ﬁ
Asn 38,0—INHN-@)
# { DN 3 5|

Asn 83 (@

— Disulfidbriicke N-Actetylglucosamin
() Mannose N-Acetylgalactosamin
© Galaktose é Sialinsaure

i @ Aminosaure F Fucose
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Az EPO harmadlagos szerkezete

... 4 antiparalel lefutasu a-hélixbél all:

< sialic acid
‘ Galactose '@ Fucose

31
9 Mannose . Glucosamine

Az EPO el6allitasa

Ki lehetne vonni verbdl és vizeletbdl, de nagyon kicsi a kon-
centracio és korlatozott az alapanyag. Ezért:

rekombinans fehérjeként célszerl termeltetni.

De ez nem megy prokariétakkal, mert:

— nem mikddik az intronok kivagasa (ez még megoldhato
a kész mRNS reverz transzkripciéjaval)

— nem képesek a glikozilalasra

Ezért allati sejtekben, sejttenyészetben kell megoldani.

32
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Allati sejttenyésztés

Egészen mas, mint a mikroorganizmusok tenyésztése.

A szbvetekbdl elklldnitett, diszpergalt sejtek szaporitasa in vitro.
A gerincesek legtébb sejtje csak korlatozott szamban osztodik
az izolalast kévetbéen, a tenyészet eléregszik (szeneszcencia).

Csak a tumorsejtek osztodnak korlatlanul (immortality).

Szinte minden szdvet szaporithatd, az izom és ideg kevésbeé.
A sejtvonalak nagy része csak felllethez kdtve ndvekszik (mo-
nolayer, kontakt gatlas) — specialis tenyészté edények

Van néhany, ami szuszpenzidban is szaporodik (CHO, BHK,
VeRo, HelLa), mint a mikrobak — fermentorszeri készllékek.

33
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Az allati sejttenyésztés tapoldatai

Tapoldatok: reprodukalni kell a természetes kdrnyezetet: vér,
sejtkdzti folyadék (sokkomponensi, draga)

Szénforras: glikdz (mint a vércukor), + glutaminsav

15 - 20 féle aminosav, vitaminok, koenzimek, lipidek, ionok (pon-
tos 6sszetétel, 0zmodzis nyomas)

SZERUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék jelenlé-
tét is — ezt Ujszllott allatok (borju) vérszérumaval biztositjak (5-
15%). Ez sz6rnyl draga (és nehezen reprodukalhaté), ezért t6-
rekszenek a minimalizalasara, helyettesitésére vagy teljes elha-
gyasara.

34
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Maodositott Eagle médium (MEM)

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium

D5546 D5648 D5546 D5648
Component [1x] oiL giL [1x] giL glL
INORGANIC SALTS
Calcium Chloride 0.2 0.2 L-Tyrosine » 2Na » 2H,0 0.10379 0.10379
Ferric Nitrate * 9H,0 0.0001 0.0001 L-Valine 0.094 0.094
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.09767 0.09767 VITAMINS
Potassium Chloride 0.4 04 Choline Chloride 0.004 0.004
Sodium Bicarbonate 37 - Falic Acid 0.004 0.004
Sodium Chloride 6.4 64 mye-Ingsitol 0.0072 0.0072
Sodium Phosphate Monobasic {anhydrous) 0.109 0.109 Niacinamide 0.004 0.004
AMINO ACIDS p-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.004 0.004
-Arginine = HC| 0.084 0.084 Pyridoxal « HCI — 0.004
1-Cystine » 2HCI 0.0626 0.0626 Pyridoxine » HCI 0.004 -
-Glutamine — 0.584 Riboflavin 0.0004 0.0004
Glycine 0.03 0.03 Thiamine » HCI 0.004 0.004
-Histidine ¢ HC|  H;O 0.042 0.042 OTHER
w-Isoleucine 0.105 0.10% o-Glucose 1.0 4.5
-Leucine 0.105 0.10% HEPES —
L-Lysine = HC| 0.146 0.146 Phenol Red = Na 0.0159 0.0159
w-Methicnine 0.03 0.03 Pyruvic Acid » Na Q.11 —
-Phenylalanine 0.066 0.066 ADD
-Sering 0.042 0.042 Glucose — —
1-Threonine 0.095 0.095 =Glutamine 0.584 ==
1 Tryptophan 0.016 0.016 Sodium Bicarbonate — 37

A szérum aktiv
komponensei

Important Components of Serum and Their Probable Role in Cell Culture

Component

Protcins
Albumin

Fetuin
Fibronectin
o,-Macroglobulin
Transferrin
Polypeptides
Endothelial growth factor iECGF)
Epidermal growth factor (EGF)
Fibroblast growth factor (FGE)
Insulin-like growth factors (IGFI and IGFI
Platclet-derived growth factor (PDGF)
Hormones
Hydrocortisone
Insulin
Growth hormones
Metabolites and nutrients
Amino acids
Glucose
Keto-acids (e.g.. pyruvate)
Lipids (e.g.. cholesterol)
Minerals
Iron, copper, zinc. and selenium
Inhibitors
Y-globulin
Bacterial toxins from prior contaminants
Chalones (tissue-specific inhibitors)

Probable function

Osmaoticum and buffer

Lipid. hormone, mineral carrier
Cell attachment

Cell attachment

Trypsin inhibitor

Binds iron

Mitogen’
Mitogen
Mitoge

Mitogen and major growth factor

Promotes attachment and proliferation
Promotes uptake of glucose and amino acids

Mitogen—present in fetal sera

Cell proliferation
Cell prolife
Cell prolifera
Membrane synthesis

Enzymes and other constituents

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Az allati sejttenyésztés tapoldatai

Térekednek a szérummentes, kémiai komponensekbdl éssze-
mért tdpoldatok hasznalatara, mert ezek olcsdbbak, alland6 az
Osszetétellk, és reprodukalhatobbak az eredmények, kisebb a
fertézés kockazata, kdbnnyebb a fehérje termékek izolalasa.

Pl. probalkoznak a szérum részbeni vagy teljes pétlasara hidrofil
polimerekkel pl. dextrannal.

pl az Gveg edényekbdl kioldédd anyagokra, ezért vagy mianyag
edényeket, vagy viztéltéssel tdbbszdr autoklavozott Giveget
hasznalnak tenyésztésikhoz.

A viznek is kulénlegesen tisztanak kell lennie (ionmentes, szer-
ves anyag-mentes, endotoxin-mentes, pirogén-mentes) és ezt is
mianyag edényben taroljak.

37
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Az allati sejttenyésztés koérilményei

A sejtek nagyon érzékenyek pl. a nyirasra:
— nagyon kiméletes keveres,
— sok sejtvonal érzékeny a buborékokra

Az oxigénigény nagyon Kicsi, rendszerint elég a fejtérfogatot at-
Obliteni levegdbvel. Sok sejtvonal kedveli a CO, jelenlétét (2-5%)

Hoémérséklet: emlds sejteknél 37°C, madarsejteknél 41°C

38
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Laboratoriumi tenyészté edények (fellleti)

39
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Laboratériumi tenyészté edények (fellleti)

40
BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 20



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Laboratoriumi tenyészté edények (fellleti)

4
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Fel(llet nbvelése

Multitray roller bottles

42
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az éllati sejttenyésztés alapjai

Forgd palackok/roller bottles

Mikrokarrires tenyésztés

Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

»opinner flask”

Magneses keverd, lassu fordulat
Mikrokarrieres és szuszpenzios tenyésztés

Kevert reaktorok

Altalanosan szuszpenziés tenyésztéshez, de mikrokarrierekkel
fellleti tenyészetekhez is hasznalhaté.

Max. 10.000 liter (pl: interferon, tPA)

Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevésbé karosodik
a sejt, néha elegendd a fellleti levegbztetés, a cél csak a homo-
genizalas és szuszpenzidban tartani a sejteket/mikrokarriereket

Diffuziés levegdztetés: szilikon csévek falan at, nincs karosodas
Keverd: propeller, hajécsavar, lekerekitett formak, 25-250rpm

Fig, 13 {a} An ABEC ‘clephant ear’ impeller (used down-pumping); (b} Hayward Tyler up-pumping B2 hydrofoil

46
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Sterilitas

A baktériumok gyors szaporodasi képességiik miatt igen hamar
tuinévik a tenyészetet (a savasodast az indikator kimutatja).
Gyakran tesznek a tapoldatba antibiotikumot (prokariétak el-
len).

A virusok elpusztitiak a sejteket (forrdsa: a szévet izolatum
vagy a savo). (HEPA szlrék)

47
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Az EPQO génbevitel vektora

Az alap egy E. coli plazmid, ami
tartalmazza a human EPO gént.

Ahhoz, hogy ez emlds sejtek-
ben szaporodni tudjon, kell egy
replikaciés origé (SV40, majom-
virusbol). :
A szelekcibhoz DHFR = dihid- i 9960bp
rofolat-reduktaz markergén (me-
totrexat rezisztencia)

Ez Ca-foszfattal beviheté a CHO
(= chinese hamster ovary) sejtbe

pDSVL-gHUEPO

48
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

Rekombindans fehérjék gyartasa

és az allati sejttenyésztés alapjai

Upstream:

A BHK/CHO sejtvonal fellleti
tenyésztése Eagle alap kbze-
gen +10 % szérum + 10%
Bacto tryptose foszfat kdzeg.

4 nap utan tapoldat csere: ter-
melé kozeg 1,5% szérumot
tartalmaz.

3 naponként lefejtés.

Eritropoietin

EPO fermentacioés tizem

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék
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Az eritropoietin feldolgozasa

. 100 | koncentralasa 2 I-re hollow-fiber ultrasziirével
. Immunoszorbens EPO megkdtés (MAB-affininitas krom.)
. Eltcié: Na-acetattal (2800x tisztitas). Az aktivitas 84 %-a

megmarad. A MAB oszlop ~30x hasznalhato6.
Gélszirés Sephadex G-100 oszlopon (3200x tisztitas). Az
aktivitas 66 %-a megmarad.

. Adszorpcio hidroxiapatiton, (3260x tisztitds) Az aktivitas 52

%-a megmarad.

. A gydgyszert ampulldzzak pufferben és stabilizaljak human

szérum albuminnal.
A termék tisztasagat SDS-PAGE-sel, HPLC-vel, és MAB-
ELISA-val ellenérzik.
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA

Rekombindans fehérjék gyartasa

és az allati sejttenyésztés alapjai

Eritropoietin készitmények

Az alabbi rekombinans EPO-k ugyanazon szénhidrat-izoformak
eltéré dsszetétell keverékei:

EPOa: CHO sejtvonallal termeli az Amgen.
EPOB: CHO sejtvonallal termeli a Roche

EPO&: huméan fibroszarkdma sejtvonallal termelik, a benne lévé
sajat EPO gént kapcsoltak be CMV prométerrel.

EPOw: BHK sejtvonallal termeli az Elamex/Baxter

A kuldénb6zd variansok kozoétt kis kilénbségek vannak az izoforma
aranyban, ezek kapElfo-val, |IEF-sal, MS-sel szétvalaszthatdk és
azonosithatok. Az eltérés a cukormonomerekben, illetve a cukor-
lancok elagazasaiban van, a szialsavak elhelyezkedése is eltérd.
Emiatt a biolégiai hatas, illetve ennek iddbeli lefutasa is kilénbdzik.

51
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Eritropoietin izoformak - kapELFO

@  N-acetylneuraminic acid (sialic acid) S3NA4F(LN) SANA4F S4NA4F(LN)

Galactose S3NA4F ? ? ? ?\ ? ?

P R TR I Y *erz;
<« Fucose ﬁ ? .
?. ? o E S3NA3F o-ace;z:::: SANAGF(2LN)
s;m;r QC?‘ ? S;NMF ? ? ? S3NA4F(2LN) ? ?

% @% 4t

O-acetylated O-acetylated
S2NA2F S3NA3F

-

2.8 7.8 12.8 17.8 22.8 27.8 32.8
mono- bi-sialylated tri-sialylated tetra-sialylated penta-anionic
sialylated
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Eritropoietin izoformak - MS

»

VR RO .LJL A AFI\ﬂ.}@‘_%@MMA o

EZ] Lo SR rEPO a/f

2000 2600 3200 pocoimi 9800 4300 5600

EPO Carbohydrate

EPQO izoformak

3 N-linked chains 1 O-linked chain Isaform
(Mo, of Sialic Acid
| residues)

L .

13

Az EPO molekulak ma-

ximalisan 14 szialsavat ﬁ?j’ Yi!) ?\[j |
15 —

tartalmazhatnak. Ezek

szama szerint tobbféle 10
izoformat kilonbdztet- %j’ Hj,? th;‘
hetlink meg: | i :

0 = Sialic Acid
The structure of the carbohydrate chains is variable

|

Isclate molecules based on sialic acid content
Test the isclated EPO isoforms for biclogical activity

Figure 1: Schematic of EPO Carbohydrate Structure and EPO Isoform
BME Alkalm: pesignation. EPO = erythropoietin.
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

EPO izoformak

304

25
|

A kilénb6z6 EPO izo-
formak hatékonysaga
(a hematokrit néveke-
dése) aranyos a szi-
alsavak szamaval.

204

Increase in Hematocrit — Day 30
o

8 2] 10 11 12 13 14
Isoform

Figure 2: In Vivo Efficacy of Isolated EPO Isoforms—CO-1 mice (n = 20/
55
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Tovabbfejlesztett EPO készitmények

Darbepoetin alfa/Aranesp (Amgen): modositott EPO, amelyben
6t aminosavat cseréltek ki: Asn-30, Thr-37, Val-87, Asn-88 és
Thr-90, ezzel Ujabb két N-glikozilacios helyet alakitottak ki, —
+két cukorlancot tartalmaz, ettél a szialsav-tartalma nagyobb —
3-szorosara nétt a molekula felezési ideje.

CERA (Continuous erythropoietin receptor activator): az EPO-ra
PEG lancot kotottek — a felezési idé a huszszorosara nétt
(Roche)

56

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 28



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa

és az allati sejttenyésztés alapjai

Tovabbfejlesztett EPO készitmények

Epoetin (-a, -f, etc.) LHJ} {[ﬁ)
Asn Asn I-

same amino acid
as human EPO

Asn Sar
24 38 a3 126
Darbepoetin l?) QHJ L?) L?J

altered amino acid sequence r
Asn Asn Asn Asn  Asn Ser

24 30 38 a3 88 126

CERA }
posttransiational Asn Asn Asn Ser
pharmaceutical modification 24 38 83 126

Methoxy-PEG polymer

Ala 1, Lys 45 or Lys 52 57

Tovabbfejlesztett EPO készitmények

Epoetin Epoetin theta MAethony:
E:I‘:::n i \staneh olooe : zet;m Dar:i: E::ft-in
(Discont.) product) Bots
Epogen
(Amgen); Recormon-
Procrit Ceestes
(Janssen- us), Hyreo Biopoin (CT
e Neo- Repotin . 2 Arzneimittel
Clinical use us), : (Shire)- = ’
(Brand Eprex Recormon  (Bioclones tinEwvorahle ), Eporatio Silapo Aranesp Mircera
) U (Roche- ). EPOMAX marimt and Ratioepo  (Stada) (Amgen) (Roche)
ol - ’
non-Us), non-U.S), (Baxter) e (Ratiopharm
Epogin )
Erypo, s
(Chugai-
ESPO
. non-Us)
(Kirin)
bab hi Chi
Cell Chinese Chinese e Chinese Chinese Chinese inese
hamster Human cell hamster hamster
substrate hamster hamster L - hamster hamster
o kidney line ovary Cell ovary Cell
of origin ovary Cell  ovary Cell colls ovary Cell ovary Cell
Terminal 130-140
halflife 6-9 hr 6-9 hr 6-9 hr 6-9 hr 6-9 hr 6-9 hr 25hr He
Mass
304 30.4 <30 <30 30.6 ~30.4 37.10 60.4
(Dalton)
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