Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA

Lehet:
— Prokariotakkal (baktériumokkal)
« Konnyen, gyorsan szaporithaték, olcsé taptalaj, de:
» atermék sokszor intracellularis (zarvanytest), és nincs
. poszttranszlacios modifikécio (glikozilalas, metilezés)
— Elesztokkel
« Gyors szaporodas, j6 hozam, olcso taptalaj, de:
* eltéro glikozilaciés mintazat, nem mindig aktiv a termék
— dllati sejttenyészettel
» Lassu szaporodas, draga tapoldat, kényes fermentacio,
kisebb koncentracio, de:
+ termék biztosan biol6giailag aktiv.

Biotechnolégia és Elelmi Tanszék

REKOMBINANS FEHERJEK

A jelenleg jovahagyott technol6giak 95%-a ezt a harom gazda-

szervezetet hasznalja:

Chinese Hamster
Ovary (CHO)

S. cerevisiae

E. coli

REKOMBINANS FEHERJEK

Funkcié szerint:
— Hormonok (inzulin, eritropoietin)

— Enzimek (altalaban orvosi célra; VI faktor, tPA, aszpa-
raginaz)

— Antitestek (terapia - analitika; Herceptin, ProstaScint)

— Vakcinak (aktiv és passziv immunizalas)

HiEi BME Alkelmazott Biotechnolégia & Elelmiszertudomany Tanszek

Therapeutic Protein Classes

Combined global prescription sales for the top 50 pharmaceutical companies

(exduding 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 41 414 415 | 405 394 394 | -4%

Therapeutic protein 65 68 70 72 4 76 17%
Monoclonal antbody | 38 43 48 83 58 62 | 63%
Vaccine 21 22 2% 25 27 28 33%

Inzulin

Az inzulin emléshormon; ez volt elsé rekombinans modszerrel eléallitott fehérje. A
gyogyaszati célra torténé human inzulin éves termelése eléri a 20 tonnat. Az inzulint a
hasnyalmirigy (pancreas) Langerhans-szigetei termelik. Antagonista parja a gliikkagon, a két
hormon egytitt biztositja a vércukorszint megfeleld szabalyozasat. Az inzulint elészor 1922-
ben izolaltak kutya pancreasbol. Az aminosavszekvencia meghatarozasat 1955-ben Sanger
végezte el.

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

Inzulin: kettés peptidlanc, per os nem ad-
hat6, mert lebomlana - injekcid, vagy in-
halalas

Biotechnolégia és Elelmi Tanszék

Amino acid comparison of insulin
between selected species

Peptide chain and
amino acid number
A8 A10 A18 B30
Két aminosavlancbol all (21 + 30 ami- Fejine Ala Val His Ala
nosav), amelyeket két diszulfid hid kot
0ssze és egy stabilizal.

A human és az allati inzulinok kdzott
csak néhany aminosav a kiilénbség:

Inzulin szerkezete

Species

Bovine Ala Val Asn Ala

Porcine/Canine Thr lle Asn Ala
Human Thr lle Asn Thr
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Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

chain C

Az inzulin
érése

chain A

preproinsulin

chain B

Az inzulin egy gén
terméke. Két intron
kivagasa utan egy
fehérjelancként ke-
letkezik (pre-proin-
zulin, 110 AS), eb-
bél két szakasz

chain C

chain A

chain B

(pre: 23 AS, C: 34
AS) eltavolitasaval
alakul ki az aktiv e,
szerkezet.

insulin

chain A
-ter

chain B

W

BMI

Az inzulin érése

Az endoplazmas retikulumban
megy végbe szignalpeptid leva-
gasa, a diszulfid hidak és a fol-
ding kialakitasa. A proinzulin
transzport vezikulakban megy
at a Golgi komplexbe, és ott tor-
ténik a C lanc kivagasa (PC-I
és PC-I), valamint a két Arg le-
vagasa (karboxipeptidaz E).

1. translation
and translocation

2. folding, oxidation
and signal peptide
cleavage

"~ 3. ER export, Golgi
transport, vesicle
ackaging

4.protease cleavage
liberates C-pej

A

5. carboxypeptidase E
produces mature insulin

BME Alkalmazott Biotech

tudomény Tanszek

Az inzulin eléallitasa

1. Kémiai szintézis aminosavakbol

2. Kivonas sertés hasnyalmirigybdl és atalakitds human inzu-
linna

3. Fermentacié génmanipulalt mikroorganizmusokkal

— Az A és B lanc termelése kilén-kilén E. coli-val, majd
O0sszekapcsolas

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

BME Alkal iotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas

A klasszikus eljaras. Vagohidakon 6sszegy(jtott hasnyalmirigy-
bél extrahaljak az sertés inzulint.

— Nincs elég beldle

— Az egy aminosav kilénbség immun-problémakat okozhat
Ezért inkabb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint.
A tripszin szintén a hasnyalmirigybdl nyerhetd peptidaz, ami a
bazikus aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidkétést bontja -
lecsipi a lancvégi alanint.
Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lizinre rakéthet egy
aminosavat.
Ha nagy féléslegben treonint adunk a rendszerbe, akkor az ala-
nin fokozatosan lecserélédik treoninra.
A mellékreakciok visszaszoritasa érdekében Thr-észtert adnak.

in g5 i ény Tanszék

Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas
Mellékreakcié: az en- Y
zim a 22 Arg mellett is  apg Lo ] o
hasitana. o
Lefékezese: 6-12 °C |

oldészeres kozeg (eta- o
nol, DMF, DMSO) +
<50% acetat puffer. 3 .
e | . o
/\S
. i \
A treonin észter hidro- pEEEET oon
lizisével alakul ki a hu- “1/ 4
@ T
e N
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Inzulin fermentaciés el6allitasa Kettés fermentacio @ @k
Prokariétakkal is megoldhato, mert: A Két lancot két kiilon plazmidba =
Viszonylag révid lancok, nincs glikozilezés, metilezés, de: vitték be. Két E. colitbrzs, két
Két lanc, harom diszulfid hid — nehezebb jol 6sszeparositani kiilon fermentécio, aztan 6ssze- - >
Megoldottak a két lanc kilon-kilon bevitelét és fermentaciojat, [
majd 6sszekapcsolasat is — és az egészet egyben is.
Az E. colitérzsbe a pBR322 plazmiddal viszik be a géndarabot. e b
A Trp-operonbdl szarmazé szakaszt (121 aminosav) egy Met-nal " o
vélasztjak el az inzulint kodolé szakasztél. Ennek az a szerepe, e ot
hogy bromcian hatasara (70%-os HCOOH-ban) a Met elbomlik, ! o !
és a fehérje lanc elszakad. T e e
Az —SH csoportokat szulfitolizissel (Na,SO5 + Na,S,0g, pH>9) Sy
—S-S0; csoportta alakitjak - diszulfid hidak felbontasa. ml,«
Osszekapcsolas —SH vegyiiletekkel: (merkapto-etanol, ditiotreitol)
B gia és Elelmi Tanszék b % BME Alkalmazott Biotech m%“,m
Inzulin fermentacios elballitdsa A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai

Az egész lanc eléallitasa génmanipuléacié szempontjabol nem
nehezebb, mert a teljes inzulin gén (pre-pro-inzulin) befér egy E.
coli plazmidba. Nem-patogén coli térzs.

1. Szakaszos fermentécié (15 m?)

2. Sejtfeltaras (lizis), centrifugalas, sziirés

3. Refolding: a tercier szerkezet kialakitasa megfelel

C-chain

©OCBENERBEBOOBHOE!

y© Y K
. - i T A-chain
L OO <) EHE %@\COOH

®

pufferben. s /
4. Hasitas harom helyen Arg mellett (tripszin, sertés pancre- - "
asbol)

5. A B és C lanc kozotti két Arg lecsipése (karboxipeptidaz B,
exopeptidaz, szintén sertés pancreasbdl)
6. Tisztitas —

B-chain

v Tanszék

Inzulin fermentacios eléallitasa Inzulin feldolgozas
Az inzulin rekombinans eléallitasa Saccharomyces cerevisiae- 1. Gélszlres (hasitasi ter-

mékek és egyéb, kis
peptidek kisziirése)

2. loncsere kromatografia,

3. Lehet: amorf csapadék
vagy kristalyos: Zn ion-

val egyszeriibb, mert:

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

2. A Golgiban pedig a hasitasok (PC-I,Il helyett a Kex2-protea- nal. A kristalyforma fligg
z0k) a Zn koncentraciotol es

a pH-tdl (Id. tavaly). Igy

3. - a kész inzulin molekulat kell kinyerni és tisztitani. lassabban szivodik fel.

- +5°C,|IEP =54
(inzulin)eZn 1.5.4,

&5 Elelmi Tanszék

1égia ¢s Elelmi d v Tanszék
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Inzulin
Zn-komplex

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

Inzulin analitika Mddositott inzulin molekulak

Arec inzulin azonositasa (azonos-e mindenben a humannal):
Gyors hatasu inzulinok:
Kémiai analizis: HPLC

» egészben - e e . v s
. L\ e . . . Lispro inzulin: a B28 Pro és 29 Lys sorrendjét megcserélték.
> ;ei:gl)mesen (V8 proteaz) Gtfelé hasitva (fingerprin- Gyorsabban felszivodo anyag, ~15 perc alatt hat a szokasos 45-

» aminosav-analizis (teljes hidrolizis utan) S EZ SIS S B [ M,

Biol6giai hatés: - vércukorszint csdkkenés nyulban (lassu, draga) Aspart inzulin: a B28 helyen lévé Pro-t kicserélték Asp-ra. Emi-
att nem alkot hexamert — jobban oldédik, gyorsabban felszivé-

Immunanalizis: - reakci6 specifikus ellenanyagokkal dik. Saccharomyces cerevisiae-vel termelik. NovoNordisk, Novo-
Log néven

& iszertudomény Tanszek

&s Elelmiszertudomény Tanszék

Modositott inzulin molekulak Moédositott inzulin molekulak

Elnyuijtott hatasu inzulinok:

Glargin inzulin: (Gly + Arg) mindkét lanc C termindlisat atalaki-
totték: 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-
nél révidebb lancot termeltetnek (Insulin B1-29-Ala-Ala-Lys-
Insulin A1-21), ezt enzimesen bontjak, majd acilezik. Novo-
Nordisk, Levemir néven

a-chain

Fast-acting analogues Long-acting analogues

Insulin lispro Insulin aspart Insuiin glargine () Detemir insulin

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 4
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Médositott inzulin molekulak Inzulinok hatasa
Aspart, lispro, glulisine ultragyors
Sichawn B- chain Position Regularis, gyors hatasi
NPH, intermedier
Source/ Azl B3 B28 B29 B30 gsé = Ultralente, hosszu
3we B32 7]
Human Asn Asn Pro Lys Thr % Glargine, detemir, hossza
N
Aspart Asn Aspartic Lys Thr .i
acid £
Lispro Asn Lys Pro Thr fzrg
Glulisine Asn Lys Pro Glu Thr \ \
Glargine Gly Pro Lys Thr Arg 0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Detemir Lys Myristic L
acid 1d6 (6ra)
Eritropoietin, EPO Az EPO gyogyaszati felhasznalasa
Hormon, glikoprotein, a citokinek kézé tartozik. - vesekéreg-karosodas
Emberi szervezetben: 85-90%-a a vesében képzddik, 10-15%-a - anaemia tumor illetve kemoterapia kévetkeztében (csontveld)
a majban. - anaemia (veseelégtelenség, mivese kezelés kdvetkeztében)
A c_ii,all’zi§sel, 10-20 év utan anaemia qlakull ki, e_kkor transz-
A hormon funkciéja: stimulalja a vorésvértestek (erytrocitak) flzio szilkséges. Panaszok: gyengeség, hideg intolerancia,
képz6dését a csontveldben. alvaszavar, agyelégtelenseég, stb. Az EPO javitia a beteg
Képz6dését a vér alacsony oxigénkoncentracioja (hipoxia) indu- eletmlr)os,eget.
kélja (érzékeld: a vese kéregallomanyaban) - akut verzések
- akut vérsejt-pusztulas (HIV betegek, fert6zések, malaria)
A hormon normalis koncentraciéja a szérumban 10-20 mU/ml. Doppingszerként is hasznaljak az alléképességi sportokban
Erés hipoxia esetén ez 5-10 000-re is emelkedhet. (hosszutavfutas, sifutas, kerékparozas, néha labdartigok is)

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Az EPO szerkezete Az EPO szerkezete

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

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

0l

[ S
Tanszél ﬁ @® Aminoséure £ Fucose

S,
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Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Az EPO harmadlagos szerkezete

... 4 antiparalel lefutasu a-hélixbdl all:

& sialic acid

A calactose @ Fucose
31
fi @ Mannose B sucosmine

Az EPO el6allitasa

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

rekombinans fehérjeként célszeri termeltetni.

De ez nem megy prokariétakkal, mert:

—nem miikédik az intronok kivagasa (ez még megoldhaté
a kész mRNS reverz transzkripciojaval)

— nem képesek a glikozilalasra

Ezért allati sejtekben, sejttenyészetben kell megoldani.

Allati sejttenyésztés

Egészen mas, mint a mikroorganizmusok tenyésztése.

A szbvetekbdl elkilonitett, diszpergélt sejtek szaporitasa in vitro.
A gerincesek legtdbb sejtje csak korlatozott szamban osztédik
az izolalast kdvetden, a tenyészet eldregszik (szeneszcencia).

Csak a tumorsejtek osztédnak korlatlanul (immortality).

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

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

Az dllati sejttenyésztés tapoldatai

Téapoldatok: reprodukalni kell a természetes kdrnyezetet: vér,
sejtkdzti folyadék (sokkomponensd, draga)

Szénforras: glukéz (mint a vércukor), + glutaminsav

15 - 20 féle aminosav, vitaminok, koenzimek, lipidek, ionok (pon-
tos dsszetétel, 0ozmobzis nyomas)

SZERUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék jelenlé-
tét is — ezt UjszUlétt allatok (borju) vérszérumaval biztositjak (5-
15%). Ez szérny(i draga (és nehezen reprodukéalhato), ezért to-
rekszenek a minimalizaldsara, helyettesitésére vagy teljes elha-
gyasara.

33 34
Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek E Alkal iotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
Important Components of Serum and Their Probable Role in Cell Culture
M 7 d ,t tt E I 7 d . M E M Component Probable function
0aosIto agle medium ( ) —
Albumin Osmaoticum and buffer
Lipid, hormone, mineral carrier
Dulbecco's Modified Eagle's Medium Fetin Cell attachment
D546 05648 D5545 5648 Fibronectin Cell atachment
Component (ixl g gL (1 g1 gL - Macroglobulin Trypsin inhibitor
INORGANIC SALTS. Transferrin Binds iron
Calcium Chloride 02 02 LTyrosine = 2Na * 2H,0 0.10379 010379 Polypeptides
feric Nitrate » 9H,0 0.0001 00001 wValine 0.094 009 Endothelial growth factor (ECGF)
Magnesium Sulfate (anhydrous) 009767 009767 VITAMINS ermal growth factor (EGF)
Potassium Chloride 04 04 Choline Chloride 0.004 0.004 7 Ve owth factor (FGF)
Sodium Bicarbonate 37 - Folic Acid 0.004 0.004 A szerum akt|v wih factors (IGFI and IGF1
Sodium Chloride 64 64 myo-nasitol 0.0072 00072 Platelet-derived growth factor (PDGF) Mitogen and major growth factor
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) 0,109 0.109 Niadnarmide 0.004 0004 k Hormone
AMINO ACIDS o-Pantothenic Add (hemicalcium) 0.004 0.004 om pO nensel Hydrocortisone Promotes attachment und proliferation
wArginine  HCI 0084 0.084 Pyridoxal » HCI - 0008 Tnsulin Proma ake of no acids
-Cystine « 2HCI 00626 00626 Pyridoxine * HCl 0.004 - Growth hormones Mitogen—present in fe
\Glotamine _ e Riboflavin 0.0004 00004 Metabolites and nutrients )
Glycine 003 003 Thiamine » HCI 0,004 0004 Amino acids Cell proliferation
L-Histidine » HC| » H,0 0.042 0.042 OTHER Glucose Cell proliteration
eocine 0105 0.105 o Glucose i e Keto-acids (e.g.. pyruvate) Cell proliferation
i e fits e = - Lipids (e.g.. cholesterol) Membrane synthesis
Minerals
Llysine  HCI 0146 0.145 Phenol Red » Na 00159 00159 Aineral
Tron, copper, zine, and selenium Enzymes and other constituents
-Methionine 003 0.03 Pyruvic Acid * Na on —_ Inhibitors
uPhenylalanine 0,066 0.066 ADD
bulin
wSeri 0.042 — —
S oos S Bacterial toxins from prior contaminants
Guieli) s e = - Chalones (tissue-specific inhibitors)
|__Typioohan 0016 0.016 odium Bicarbonate = 37 —

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Az éllati sejttenyésztés tapoldatai

Térekednek a szérummentes, kémiai komponensekbdl dssze-
mért tapoldatok hasznalatara, mert ezek olcsébbak, allandé az
Osszetétellk, és reprodukalhatébbak az eredmények, kisebb a
fert6zés kockazata, kdnnyebb a fehérje termékek izolalasa.

PI. prébalkoznak a szérum részbeni vagy teljes pétlasara hidrofil
polimerekkel pl. dextrannal.

pl az Giveg edényekbdl kioldod6 anyagokra, ezért vagy miianyag
edényeket, vagy viztoltéssel tébbszdr autoklavozott Giveget
hasznalnak tenyésztésikhoz.

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

ény Tanszék

Az éllati sejttenyésztés kérilményei

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

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

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

dny Tanszék

Laboratériumi tenyészté edények (fellileti)

Laboratériumi tenyésztd edények (fellileti)

& iszertudomény Tanszek

&s Elelmiszertudomény Tanszék

Laboratériumi tenyészté edények (fellleti)

4

ény Tanszék

Felllet ndvelése

Multitray roller bottles

dny Tanszék
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Forgd palackok/roller bottles Mikrokarrires tenyésztés

Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer

5 BME Alkal hnolégia és Elelmi d v Tanszék

,Spinner flask” Kevert reaktorok

5 . 5 Altalanosan szuszpenzi6s tenyésztéshez, de mikrokarrierekkel
Magneses keverd, lassu fordulat fellleti tenyészetekhez is hasznalhato.
Mikrokarrieres és szuszpenzids tenyésztés Max. 10.000 liter (pl: interferon, tPA)

Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevésbé karosodik
a sejt, néha elegendé a fellleti leveg6ztetés, a cél csak a homo-
genizalas és szuszpenzidban tartani a sejteket/mikrokarriereket

DiffGziés levegéztetés: szilikon csévek falan at, nincs karosodas
Kever6: propeller, hajocsavar, lekerekitett formak, 25-250rpm

Fig. 13 (a) An ABEC ‘slephant car’ impellr (used dow-pumping ) (b) Hayward Tyler up-pumping B2 hydeofoil
a

légia és Elelmiszertudomany Tanszek

Sterilitas Az EPO génbevitel vektora

Az alap egy E. coli plazmid, ami

A baktériumok gyors szaporodasi képességiik miatt igen hamar tartalmazza a human EPO gent.
tulndvik a tenyészetet (a savasodast az indikator kimutatja). Ahhoz, hogy ez emlSs sejtek-
Gyakran tesznek a tapoldatba antibiotikumot (prokariotak el- ben szaporodni tudjon, kell egy
len). replikaciés origd (SV40, majom-
virusbol).

. . , . L A szelekci6hoz DHFR = dihid-
A virusok elpusztitidk a sejteket (forrasa: a szbvet izolatum rofolat-reduktaz markergén (me-
vagy a savo). (HEPA sz(ir6k) totrexat rezisztencia)

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

&3 Elelmi Tanszék 16gia és Elclmi d v Tanszék
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa
és az allati sejttenyésztés alapjai

Eritropoietin Az eritropoietin feldolgozasa

o

. 100 I koncentralasa 2 I-re hollow-fiber ultraszirével
2. Immunoszorbens EPO megkotés (MAB-affininitas krom.)
3. Elucio: Na-acetattal (2800« tisztitas). Az aktivitas 84 %-a
megmarad. A MAB oszlop ~30x hasznéalhato.
4. Gélszlirés Sephadex G-100 oszlopon (3200x tisztitas). Az
aktivitas 66 %-a megmarad.
5. Adszorpcié hidroxiapatiton, (3260x tisztitas) Az aktivitas 52
%-a megmarad.
{ 6. A gyogyszert ampullazzak pufferben és stabilizaljak human
. ' szérum albuminnal.
) | 7. A termék tisztasagat SDS-PAGE-sel, HPLC-vel, és MAB-
EPO fermentaciés tizem ELISA-val ellendrzik.

Upstream:

A BHK/CHO sejtvonal fellleti
tenyésztése Eagle alap koze-
gen +10 % szérum + 10%
Bacto tryptose foszfat kdzeg.
4 nap utan tapoldat csere: ter-
melé kézeg 1,5% szérumot
tartalmaz.

3 naponként lefejtés.

&5 Elelmi Tanszék

&5 Elelmi d v Tanszék

. e Eritropoietin izoformak - kapELFO
Eritropoietin készitmények
@ N-acetylneuraminic acid (sialic acid) S3NAGF(LN) SANA4F 'SANA4F(LN)

S 2909 *

Az alabbi rekombinans EPO-k ugyanazon szénhidrat-izoformak

:ann;sel [ :Nur(m) 299 moe Qi,ﬁ 290
It, P trt |" k 'k ': <« Fucose '
eltéré Osszetétell keverékei ‘e Qilfl zi- o

EPOa: CHO sejtvonallal termeli az Amgen. i 122 L
EPOB: CHO sejtvonallal termeli a Roche b &8 ? sonor S p——
EPOd: human fibroszarkéma sejtvonallal termelik, a benne 1évé s:“: sanme *99 :N:rmm e
sajat EPO gént kapcsoltak be CMV prométerrel. *e ihe bed “";“:‘;’
EPOw: BHK sejtvonallal termeli az Elamex/Baxter ?4 A ouun
A Kkulénb6z6 variansok kdzott kis kilénbségek vannak az izoforma eo09
aranyban, ezek kapElfo-val, |IEF-sal, MS-sel szétvalaszthatok és N —— ‘E.g'
azonosithaték. Az eltérés a cukormonomerekben, illetve a cukor- e L sanagF L
lancok eldgazasaiban van, a szidlsavak elhelyezkedése is eltéré. ; - : . - - :
Emiatt a biolégiai hatas, illetve ennek id6beli lefutasa is kiilonbdzik. 28 78 128 178 28 278 328
" 51 mono- bi-sialylated tri-sialylated ialylated P
B & iszertudomén: Tanszék sialylated
. T . . , EPO Carbohydrate
Eritropoietin izoformak - MS EPO izoformak =

Isoform
(Mo of Sialle Acid
residues)

EZQZ - L R

Az EPO molekulak ma-

Figure 1: Schematic of EPO Carbohydrate Structure and EPO Isoform
Designation. EPO = erythropoletin.

12

ximélisan 14 szialsavat ﬁ? UH H/?
tartalmazhatnak. Ezek i —
szama szerint tobbféle 0

Do izoforméat kuldnboztet- (H Hjj‘ ii(“
TEPO o/ hetiink meg: P = 8

© = Sialic Acid
The structure of the carbohydrate chains is variable
% ” Isolate molecules hase*d on sialic acid content

ﬂ P Test the isolated EPO Isoforms for biological activity

Y
2000 2600 3200 ass (miz) 3500 4400 5000 5 BME Alldms
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA Rekombindans fehérjék gyartasa

és az allati sejttenyésztés alapjai

EPO izoformak Tovabbfejlesztett EPO készitmények

a0
:% 25 Darbepoetin alfa/Aranesp (Amgen): médositott EPO, amelyben
A kiilonbdz6 EPO izo- | L 4 ot aminosavat,gseréltgk ki: Asn-IS,O,.Thr-37, VaI-87,, Asn-8§ és
formak hatékonysaga | & Thr-90, ezzel Ujabb két N-glikozilacios helyet alakitottak ki, —
(a hematokrit néveke- Eis +két cukorlancot tartalmaz, ettél a szialsav-tartalma nagyobb —
dése) aranyos a szi- = & 3-szorosara nétt a molekula felezési ideje.
alsavak szamaval. 3
E & CERA (Continuous erythropoietin receptor activator): az EPO-ra
o PEG lancot kététtek — a felezési id6 a huszszorosara nétt
8 9 i 11 12 13 14 (Roche)
Isofarm

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

BME Alkal Biotechnol &3 Elelmi y Tanszék

&5 Elelmi d v Tanszék

p . p P p
Tovéabbfejlesztett EPO készitmények Tovabbfejlesztett EPO készitmények
ova ejleszie esziimenye
- o . Epoetin Epoetin epoetin Spostia | Fpoetinibets | oy
Epoetin (-a, P, etc.) J) JJ {[y o — deita | (stand-alone =
B, etc. alpha omegs | (i ont) | producy zeta
same amino acid | t
as human EPO Epogen
Asn Asn Asn Ser CAmpon), | Recormon-
i h
24 a8 83 126 B (th:;)ﬁ T
; (Janssen- : ) Dynepo it
" L Neo- Repotin ) Arzneimittel
Darbepoetin hmrates || U9 Recormon| {Blodones | VY s po o Silapo. | Mramesp | Mircera
(Brand Eprex unfavorable 5
ing acit names ssen.  (Roche-  )EPOMAX " " 7" and Ratioepo  (Stada)  (Amgen)  (Roche)
altered aminc acid A non-US),  (Baxter) = Hatiophasm
Asn Asn  Asn Asn Asn Ser non-Us), Epogi conditions
24 30 38 83 88 126 Erypo, (C:ng"! )
ugai-
y ESPO — on-us)
CERA (Kirin)
bab h Chi
cell Chinese  Chinese 2o Chinese O Chinese inese
hamster  Human cell hamster hamster
posttransiational r . e = substrate hamster hamster Kidney Tine hamster v el hamster vy ol
SN sn n er Tox
P ermasantioal modification ﬁ o o o e oforigin  ovaryCell ovary Cell o ovary Cell ovary Cell
Terminal 130-140
Vialhony PEG polymer P 6-9hr 6-9hr 6-9hr 6-9hr 6-9hr 6-9hr  25hr -
a1 Lysd50riys 92 7 Rass 304 30.4 <30 <30 30.6 30.4 37.10 60.4
(Dalton) - - : : : :
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