Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Rekombinans termékek és technoldgiak

Az orvosi célt rekombinans fehérjék funkcié szerint lehetnek:
— Hormonok (inzulin, eritropoietin)

— HEMOSZTAZIS FEHERJEK (VIIl FAKTOR, IX FAKTOR,
tPA)

— Antitestek (terapia - analitika; Herceptin - ProstaScint)

— Vakcinak (alegység vakcinak)
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Rekombinans hemosztatikumok

Véralvadasi fehérjék elballitasa

Gyodgyszerként eléallitott fehérjék:
Alvadasi oldal: Faktor VIII, Faktor IX

Gatlé oldal: széveti plazminogén aktivator (tPA),
antitrombin,
hirudin,
urokinaz (uPA),
(heparin, sztreptokinaz)
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Vérrdgoldas (fibrinolizis, trombolizis)

A vérrdgok az erek elzarasaval életveszélyes allapotokat hozhat-
nak létre: szivinfarktus, agyi katasztrofa (stroke), végtag trombé-
zis (dobog6s halalokok).
A kialakult térhalés fibrin szdvedéket (var a seben, vagy vérrdg
az ereken bellil) természetes Uton a plazmin bontja le.
A plazmin eléanyag (plazminogén) formajaban kering a vérben.
Aktivalasa:

— szoveti plazminogén aktivator (tPA, 70 kDa-os fehérje)

— urokinaz (uPA, a vese termeli, a vizeletben is megtalalhato,

54 kDa)

— sztreptokinaz (Streptococcus-ok termelik, 45 kDa-os fehér-
je, aszpirin stimuldlja, mellékhatésok léphetnek fel)
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Veérrdgoldas (fibrinolizis, trombolizis)

Fibrinolizis: a plaz-
min (lassan) lebontja Tissue plasminogen

a térhalds fibrint. activator (1PA) PEREAING e
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cssavel egiael | g | R
min aktivalasa is - ! Asmm

Urokinase ‘Vi o,,-antiplasmin
A kész tPA hatasat a a,-macroglobulin
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THROMBIN — Thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor

Rekombinans hemosztatikumok

Szdveti plazminogén aktivator (tPA)

Nagyon specifikus Ser protedz, a plazminogénen az Arg-Val ké-
tést hidrolizalja. 70 kDa, 527 AS, a szekvencia ismert, 3 glikozi-
lalasi hely (118, 186, 448 AS).

17 diszulfid hid tartja dssze — a foldingnal nagy a ,mellékdtés”
veszeélye.

Ot jellegzetes doménbdél all. Az aktivitast a Ser-protedz domén
hordozza, az aktiv centrum - His, Asp, Ser - homolég mas prote-
azokkal (tripszin, plazmin, trombin)

Két kettés hurkot tartalmaznak a Kringle domének (82 AS), a fib-
rin ehhez kapcsolédva fokozza az enzimaktivitast.

Az EGF-like (epidermisz névekedési faktor-szer(i) domén és a
finger (ujj) domén (43 AS) kilénféle membran receptorokhoz va-
16 kétédésre alkalmas.
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Szdveti plazminogén aktivator (tPA)
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A tPA aktivalasa

A tPA inaktiv el6anyag (proaktivator), formaban kering a vérben,
az aktivalas soran a 275-Arg és 276-lle kozotti peptidkotést kell
elbontani, de a képz6dé két lancot egy diszulfidhid dsszetartja.
A kdnnyl lanc a proteaz régid, a nehéz lanc a tovabbi négy do-
mént tartalmazza.

A trombin mellett a F Xlla és az aktiv plazmin is itt hasit — auto-
katalizis.

Factor Xlla —
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Rekombinans hemosztatikumok

Szdveti plazminogén aktivator (tPA)
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A rekombinans tPA el6allitasa

Ez volt az elsé rekombinans fehérje termék, a Genentech kezd-
te el gyartani 1989-ben.

A gént melanoma (b&rrak) sejtekbdl izolaltak.

Klénozas: pBR322 plazmidba, transzformacié E.coli-ba. Ez
gyenge aktivitast mutatott, mert nem volt glikozilalva, és a di-
szulfidhidak sem alakultak ki megfeleléen -

- eml6s sejttenyészetben kell gyartani
Klénozas: SV40-be,

transzfekci6: CHO DHFR-deficiens sejtekbe
Sok kopia épllt be (Ca-foszfatos moédszer)
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P&

A rekombinans tPA eléallitasa

Tapkdzegek:

- Tenyésztés 10 %-0s szérumon, tdpoldatcsere: 0,5 % szérum +
inzulin, progeszteron, kortizon... : a tPA izolalas egyszer(, mivel
alig van jelen szérumfehérje, klasszikus kromatografias médsze-
rekkel lehetséges.

- Tenyésztés és termelés 10%-0s szérumon: izolalds adszorpci-
6val MAB kolonnan. Proteaz inhibitor (Aprotinin) és Tween-80
(0,01%) jelenlétében, egy Iépcsbben végzik a specifikus megko-
tést.
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Rekombinans hemosztatikumok

Tovabbfejleszett rekombinans tPA-k

A nagy és 0Osszetett fehérje mddositasaval és egyszerisitésével
tébb cég is foglalkozott. Az eredeti molekulat (Alteplase) atala-
kitva:

Tenecteplase: két ponton valtoztattdk meg a szerkezetét: a ma-
sodik Kringle doménen az N-glikozilaciés helyet 14 aminosavval
,0débb tették”, illetve a protedz doménben négy bazikus amino-
savat (296-299) semleges alaninra cseréltek ki.

Mivel a reakcioban csak a protedz domén vesz részt, logikusnak
tlint, hogy a tovabbi domének eltavolitdsaval probalkozzanak. A
Lanoteplase-nal a két N-terminalis domént, a

Reteplase-nal harmat hagytak el a szerkezetb6l. A masik Kringle
domént viszont nem lehet kihagyni, mert a tPA ezen keresztl
koétédik a fibrinhez, ami nagymértékben megndveli az aktivitast.
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Tovabbfejleszett rekombinans tPA-k

alteplase
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Alteplase (tPA)
Molecular Weight 70 kd

Reteplase (tPA)

Kringle 1, Kringle 2
iy e,
{ Molecular Weight 30 ki

Fibronectin
Finger

Tovébbfejleszett emasncen
rekombinans
tPA-k

Molecular Weight 53.6 kd

Tenecteplase (TNK-tPA)
Molecular Weight ~75 kd

Asat17-Gin

Rekombinans hemosztatikumok

Antihemofilids faktor = Faktor VIII

Véralvadasi faktor, hidnya vérzékenységet okoz. Génje az X kro-
moszoman helyezkedik el - a nemhez koétott recessziv 6roklo-
dés iskolapéldaja (-~ Habsburgok).

A velesziletett vérzékenységet 80%-ban a F-VIII hianya okozza.
Potldsaval (hetente 1-2x) a véralvadas normalizalhat6.

Onmagéban nincs enzimaktivitadsa. A F-1X-el, trombinnal, foszfo-
lipiddel (PL) és Ca?*-nal egytt (= tenaz komplex) van proteoliti-
kus hatasa, a F-X-et aktivaljak.

A F-Vlll-at is proteazok aktivaljak, de a vérben az egyéb proteo-
litkus enzimek gyorsan (~1 6ra) el is bontjak. Védelem: von
Willebrand faktorhoz kétédik.

BME A ott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

Synthesis: Single chain protein MW 330 kDDA

A Faktor-VIIl érése

Eredetileg egyetlen hatalmas gli- Cellfar Protease:
koprotein lancként szintetizalddik
(300 kDa,2332 aminosav), amely
haromféle tipusi doménbdl (A, B,
C) all.

Erése soran két proteolitikus ha- Thromein: T3z $1a0 169
sitas révén a B domén jelentés

része levalik, és két lanc keletke- '

zik: az Ay-Ay-B nehéz lanc (92 Activation: Heterotrimer MW 166kDA
kDa) és az Az-C4-C, kdnnyl lanc SOKDA_43KOR_ L

(73 kDa). Ezeket egy kétértéki
fémion (pl. Mg?+) tartja Gssze. A
vérben ez az inaktiv forma kering,
von Willebrandt faktorhoz kotott

Secretion: Heterodimer MW 280kDA

4 Inactivation of FVilla by APC generates fragments
al Iapotban. of both A1 and A2. Inactivation is also caused
= by dissociation of A2 from A1.
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A Faktor-VIII aktivalasa

Ha megindul a véralvadas, a F-VIII aktivalasat a trombin (vagy
mas, Arg mellett hasitd Ser protedz) végzi, amely kiszabaditja az
A doméneket (hasitas az Arg372, Arg740 Arg1689 helyen).

A B domén kilép, nincs tovabbi szerepe. A masik harom frag-
mentbdl komplex jon létre, amit tovabbra is Mg?* ion tart 6ssze.
Ez az aktiv FVllla, ami részt vesz a véralvadasban.

Mivel a koagulaciénal csak percekig van szlikség az aktiv fakto-
rokra, a bomlas gyorsan megindul. Az aktiv Protein C (APC) az
A, és A, domént bontja, ezzel inaktivélja a faktort.

Rekombinans hemosztatikumok

Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

A Faktor-VIIl ligandumok

A F-VIIl molekulan sok poszttranszlaciés moédosités talalhaté:
8 diszulfid hid, sok N-glikozilezés (kulénésen a B doménen), és
szulfonalt tirozinok.
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e W‘iz« 8 iBan n
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Figure 1 Protein structures and post-translational modifications reported for factor VIll and turoctocog alfa, respectively.
Notes: Both are characterized by the same heavy chain and light chain and differ in the B-domain. Domains are indicated with capital letters and subdomains with lower case]
letters. Glycosylation sites are denoted by triangles, disulfide bonds are denoted by arches, reduced cysteine residues are denoted by orange vertical lines, and S inside]
a circle indicates sulfated tyrosine residues. Brackets mark the areas of interaction with corresponding clotting factors, phospholipids (P), von Willebrand factor (VWF))
calcium (Ca), and copper (Cu) ions.

| Abbreviation: 5P, signal peptide.
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A rékapcsolt csoportok az aktiv F-VIII-nal is nélkildzhetetlenek
az aktivitashoz:
? 004 ? 1 i
Al a1 A2 a2 —
Me?* \
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6ed U1 | 4 70 meione
( a3 )
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e
[Tyrosine residues Significance and activity for FVIII
346 and 1664 Increase of affinity for thrombin interaction and thereby the rate of FVIII activation by thrombin
718,719, and 723 Increase of specific procoagulant activity of FVIila in the complex with FIXa and FX bound to the phospholipid membrane|
| 680 Prereguisite for complex formation with VWEF. influencing half-life of FVIIl in the circulation
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A Faktor-VIIl gyartasa

Az elsé tisztitott készitmények donorvérbdl késziltek (1966),
ezek maig a piacon vannak (Mo.: Humafactor 8, Human Bioplaz-
ma/Kedrion).

1. generéacios rekombinans F8: CHO/BHK sejtekkel a teljes lan-
cot allitottak eld, bovin és human albumint hasznaltak (1992).

2. generaci6: csak human szérum albumint hasznaltak (2000)

3. generacid: teljesen fehérjementes gyartas (2003). Ez kikiiszo-
bdli a virus-, vagy prionatvitel veszélyét.

4. generacio: teljesen fehérjementes gyartas és human sejteket
alkalmaztak (HEK293), amelyek human glikozilaciét hoztak
létre (2014).
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A rekombinans Faktor-VIIl fejlesztése

Blood-based First Second Third generation:
factor Vill generation generation ADVATE

PP ¢

eliminates the

Honrecombinant, Recombinant, with Recombinant, with Recombinant, with
derived from plasma-derived plasma-derived no plasma-derived

human blood proteins in culture  proteins in culture proteins in culture potential risk
medium and final medium, but not in medium or final -
formulation final formulation formulation of viruses that
In the 1980s, all By 1992, A few years later, the In 2003, ADVATE was. i
:I_ouj!ltg;ado'r‘came RECOMBINATE amount of hloodd introduced ufthe ﬂ;sltjl ST
irectly from human { At i usel i actor ! B
I:qud.!f Factor {Recombinant)]  in processing was therapy to be free of in blood-based
became available, reduced, although blood-hased additives. additives!4.5*
By the mid-1980s, but blood components  some still remains. No plasma protelns are
safeguards were such as plasma added at any stage of
developed to prateins are still Specliically, plasma procossing. 'S *There have been no
monitor pathagen added at several proteins are still used confirmed regorts of
transmission risk steps of the in the call growth sesious viral
from blood-based processing. ™3 phase, and tiace iransmigsions with
additives.2 amaunis may remain recombinant factor
i the final Vil theragies.
formulation.!

A Faktor-VIlIl médositasai

1.Az A2 és A3 fragmens kozti laza kapcsolatot egy diszulfid hid
beépitésével (Cys664 - Cys1826) erdsitették meg. Az aktiv
molekula élettartama jelentésen névekedett.

2.Az eml6s sejtekben kifejezett F-VIII lassan termel6dik (tul nagy
mRNS — instabil, chaperon igény, ER — Golgi transzport). Méret
csbkkentés: a B-domén kihagyasa. Aktiv maradt, de a hianyzé
glikozilek miatt még lassabban érlelédétt. Megoldas: a hosszu
B lanc helyett egy révid 6sszekotd szakaszt épitettek be, rajta
egy N-glikozildlasi hellyel (Asn). - 15-25-sz6rés névekedés.

Turoctocog alfa

@9

Figure 1 Protein structures and post-translational modifications reported for factor VIll and turoctocog alf, respectively.

[Notes: Both are characterized by the same heavy chain and light chain and differ in the B-domain. Domains are indicated with capital letters and subdomains with lower cas
letters. Glycosylation sites are denoted by triangles, disulfide bonds are denoted by arches, reduced cysteine residues are denoted by orange vertical lines, and *S” insid
a circle indicates sulfated tyrosine residues. Brackets mark the areas of interaction with corresponding clotting factors, phospholipids (PY), von Willebrand factor (VWF),
Jeatcium (o). and copper (Cu ions.
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Fermentacio:

Feldolgozas:

» Sejt(tormelék) eltavolitasa

» Nukleinsav eltavolitas anioncserélén
» Affinkromatografia (vW faktorral, monoklondlis antitesttel.)
» Virus inaktivalas (szolvens-detergens médszerrel)

A Faktor-VIIl gyartasa

Tucatnyi technolégiat dolgoztak ki, CHO, BHK és HEK sejtvona-
lakkal. Folytonos és perfuzids technikak, m3-es nagysagban.

véltozatos moédszerek, de mindegyikben van:
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Rekombinans hemosztatikumok
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Rekombinans faktor Vlll-at termel6 fermentorok
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