Pécs Miklds: Gydgyszer-és orvosi biotechnolégia

Rekombindns hormonok

Rekombinans termékek és technoldgiak

Az orvosi célt rekombinans fehérjék funkcié szerint lehetnek:
— Hormonok (inzulin, eritropoietin)
— Hemosztazis fehérjék (VI faktor, IX faktor, tPA)
— Antitestek (terapia - analitika; Herceptin - ProstaScint)

— Vakcinak (alegység vakcinak)

Inzulin szerkezete
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Therapeutic Protein Classes Az inzulin
Product Class Market Annual Growth erese : Breparey
(M USD, 2003) Rate % N )

Az inzulin egy gén
EPO-s 7763 6.1 terméke. Két intron
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Inzulin

Az inzulin emléshormon; ez volt elsé rekombinans modszerrel eldallitott 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 egviitt 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, tlinete:
megemelkedik a vércukorszint.

Inzulin: kettés peptidlanc, per os nem ad-
hat6, mert lebomlana - injekcio, vagy in-
halalas
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Az inzulin érése

1. translation
2 and translocation

2. folding, oxidation
and signal peptide
cleavage

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-ll), valamint a két Arg le- — jhoeesfeaicee
vagasa (karboxipeptidaz E). A

" 3. ER export, Golgi
transport, vesicle
packaging -

5. carboxypeptidase E
produces mature insulin

BME Alkalmazott Biotec
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Az inzulin eléallitasa Inzulin fermentéacids eléallitasa
1. Kémiai szintézis aminosavakbol Az egész lanc el6allitasa génmanipulacié szempontjabél nem

nehéz, a teljes inzulin gén (pre-pro-inzulin) befér egy E. coli

2. Kl’vonas sertés hasnyalmirigybdl és atalakitas human inzulin- plazmidoa. Nem-patogén, szabadban életképtelen coli torzs.

na 1. Szakaszos fermentacié (15 m3)
3. Fermentacié génmanipulalt mikroorganizmusokkal 2. Seijtfeltaras (lizis), centrifugalas, szlirés
— Az A és B lanc termelése kilon-kilon E. coli-val, majd 3. Refolding: a tercier szerkezet kialakitadsa megfelel6 puffer-
Osszekapcsolas ben.
— pro-inzulin fermentéciéja E. coli-val, majd atalakitasa 4. Hasitas harom helyen Arg mellett (tripszin, sertés pancre-

asbol)
5. A B végén maradé két Arg lecsipése (karboxipeptidaz B,
exopeptidaz, szintén sertés pancreasbol)

— Pre-pro-inzulin fermentaciéja E. coli-val, hasitasok
— Pro-inzulin fermentacié S. cerevisiae-vel, atalakitas

6. Tisztitas —
ia és Elelmi dny Tanszék ) BME A i 6gia és Elelmi iny Tanszék '
Kivonas hasnyalmirigybél - atalakitas A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai

A klasszikus eljaras. Vagohidakon 6sszegydijtott hasnyalmirigy-
b6l extrahaljak az sertés inzulint.

— nincs elég beldle

— az egy aminosav kllénbség immun-problémakat okozhat
Ezért inkdbb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint.
A tripszin szintén a hasnyalmirigybél nyerheté peptidaz, ami a
bazikus aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidk&tést bontja -
lecsipi a lancvégi alanint.
Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lizinre rakéthet 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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Inzulin fermentacios eldallitasa Az inzulin kristalyositasa

No zinc binding

Az inzulin rekombinans elédllitdsa Saccharomyces cerevisiae-
val egyszeriibb, mert:

1. Az ER-ben megtdrténik a szigndlpeptid levagésa és a folding

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

3. - a kész inzulin molekulat kell kinyerni és tisztitani.

Biotechnolégia és Elelmi domany Tanszék

Inzulin feldolgozas Inzulin analitika

1. Gélszirés (hasitasi ter- ) A rec inzulin azonositasa (azonos-e mindenben a humannal):
mékek és egyéb, kis : Y ;
peptidek kisziirése)

2. loncsere kromatogréfia,

3. Lehet: amorf csapadék |
vagy kristalyos: Zn ion-
nal. A kristalyforma fligg
a Zn koncentraciotol és |
a pH-tdl. igy lassabban
szivodik fel.
- +5°C,IEP=5,4
(inzulin)sZn.5.4)

Kémiai analizis: HPLC
» egészben
» enzimesen (V8 proteaz) 6tfelé hasitva (fingerprint)
» aminosav-analizis (teljes hidrolizis utan)

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

Immunanalizis: - reakcié specifikus ellenanyagokkal

ia és Elelmi iny Tanszék
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, Médositott inzulin molekulak
Inzulin
Zn-komplex

Gyors hatast inzulinok:

Lispro inzulin: a B28 Pro és 29 Lys sorrendjét megcserélték.
Gyorsabban felszivod6 anyag, ~15 perc alatt hat a szokasos 45-
60 perc helyett. Eli Lilly, Humalog néven.

A B-10 His-ek kap-
csolédnak a kdz-
ponti Zn?* ionhoz.
Hexamer formaban

Aspart inzulin: a B28 helyen 1évé Pro-t kicserélték Asp-ra. Emi-
a legstabilabb.

att nem alkot hexamert - jobban oldédik, gyorsabban felszivo-
dik. Saccharomyces cerevisiae-vel termelik. NovoNordisk, Novo-
Log néven

BME A iotechnologia és Elelmi iny Tanszék
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Mdédositott inzulin molekulak Inzulinok hatasa

Aspart, lispro, glulisine ultragyors

Regularis, gyors hatasu
NPH, intermedier

o-chain Ultralente, hossza

Glargine, detemir, hosszu
B-chain

Plazma inzulin szint

\\

L1} 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Fast-acting analogues Long-acting analogues 1dé (bra) 5
Insulin lispro Insulin aspart Insulin glargine Deternir insulin AT el £ Hshaieiionts Tinsk
Modositott inzulin molekulak Eritropoietin, EPO
Elnyuijtott hatasd inzulinok: Hormon, glikoprotein, a citokinek kdzé tartozik.
Glargin inzulin: (Gly + Arg) mindkét lanc C terminalisét atalakitot- E%gfg;zewezetbe”: 85-90%-a a vesében képzddik, 10-15%-a

ték: az A21 Asp helyére glicint kapcsoltak, a B lanc végére pedig
két arginint. Ez megvaltoztatja az izoelektromos pontot (5,4 — D . L
6,7) emiatt a szdveti pH-n (7,4) rosszul oldédik — lassabban szi- A hormon funkcitja: stimuldlja a vorésvértestek (erytrocitak) kép-

vodik fel (>24 ¢ra). Sanofi-Aventis, Lantus néven. z6dését a csontveldben. o
Képz&édését a vér alacsony oxigénkoncentracidja (hipoxia) indu-

Detemir inzulin: a B30 Thr-t elhagytak, és a B29 Lys amino kélja (érzékeld: a vese kéregallomanyaban)

csoportjat C14 zsirsavval (mirisztilsav) acilezték. A gyartasnal

révidebb lancot termeltetnek (Insulin B1-29-Ala-Ala-Lys-Insulin A hormon normalis koncentracidja a szérumban 10-20 mU/ml.
A1-21), ezt enzimesen bontjak, majd acilezik. Erés hipoxia esetén ez 5-10 000-re is emelkedhet.

Novo-Nordisk, Levemir néven
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Médositott inzulin molekulak Az EPO gyo6gyaszati felhasznalasa

- vesekéreg-karosodas

- anaemia tumor illetve kemoterapia kdvetkeztében (csontvels)

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

- akut vérzések

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

Doppingszerként is haszndljak az alléképességi sportokban
(hosszutavfutas, sifutas, kerékparozas, néha labdarugok is)

BME A iotechnologia és Elelmi iny Tanszék
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Az EPO szerkezete Az EPO eléallitasa
Glikoprotein: 34 kDa, 165 aminosav, 55 szénhidrat egység Ki lehetne vonni vérbdl és vizeletbdl, de nagyon kicsi a koncent-

e . . . . racié és korlatozott az alapanyag. Ezért:
A szénhidrat rész a molekulatdmeg kozel 40 %-at teszi ki. panyag

1 O—gllikoz.id rész (Ser 126). - rekombinans fehérjeként célszerii termeltetni.

3 N-glikozid rész (Asn 24, 38, 83).
A cukorrész variabilis, a szialsavak mennyiségével aranyos a bi- De ez nem megy prokariétakkal, mert:
ologiai aktivitas és a felezési idd. — nem miikddik az intronok kivagasa (ez még megoldhato a
A cukorrész felel6s a molekula stabilitdsaért is: hémérséklet, pH, kész mRNS reverz transzkripciojaval)

,carbohydrate engineering”
Bioszintézise: mRNS: 5 exon, 4 intron, eredetileg 193 aminosav

Posztranszlaciés modosulasok: az N-termindlisrol 28 AS (szig- Ezért allati sejtekben, sejttenyészetben kell megoldani.
nalpeptid), a C-terminalisrél Asp hasad le.

— nem képesek a glikozilalasra

25

és Elelmi iny Tanszék

Biotechnolégia és Elelmi domany Tanszék

Az EPO szerkezete Az EPO génbevitel vektora

Ingazé vektor, az alapja egy E.
coli plazmid, ami tartalmazza a
human EPO gént.

Ahhoz, hogy ez emlés sejtekben
szaporodni tudjon, kell egy repli-
kéaciés origo (SV40, majom-

Asn 83 ¢

T 4 i DSVL-gHUEPO A_putl
virusbol). PO astobe | mame ]

A szelekciohoz DHFR = dihidro-
folat-reduktaz markergén (me-
totrexat rezisztencia)

Ez Ca ionokkal bevihets a CHO N

=Dl [NIN-A = (= chinese hamster ovary) sejtbe -
o RIN-Acety ; ¢
le  siiinsa .
E @ Aminosaure F. Fucose h ia és Elelmi any Tanszék
Az EPO harmadlagos szerkezete Eritropoietin termelés

... 4 antiparalel lefutastu a-hélixbdl all:

Upstream:

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

3 naponként lefejtés, ratoltés.

< sizlic acid
A Gatsctose @ Fucose
@ Mannaze B sicosamine

EPO fermentacios (zem

27
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Rekombindns hormonok

Az eritropoietin feldolgozésa

e

. 100 | koncentrélasa 2 I-re hollow-fiber ultrasztirével

2. Immunoszorbens EPO megkétés (MAB-affininitas krom.)

3. Ellcié: Na-acetattal (2800x tisztitas). Az aktivitas 84 %-a
megmarad.

4. Gélsziirés Sephadex G-100 oszlopon (3200x tisztitas). Az
aktivitas 66 %-a megmarad.

5. Adszorpcié hidroxi-apatiton, (3260x tisztitas) Az aktivitas 52
%-a megmarad.

6. A gyodgyszert ampullazzak pufferben és stabilizaljak human
szérum albuminnal.

7. A termék tisztasagat SDS-PAGE-sel, HPLC-vel, és MAB-

ELISA-val ellenérzik.

31
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Eritropoietin izoformak - MS

;
by ¥

rEPO o/f

3800 4400 5000

Eritropoietin készitmények

Az aldbbi rekombinans EPO-k ugyanazon szénhidrat-izoformak
eltéré dsszetételli keverékei:

EPOa: CHO sejtvonallal termeli az Amgen.
EPOB: CHO sejtvonallal termeli a Roche
EPOw: BHK sejtvonallal termeli az Elamex/Baxter

A kulénb6zé variansok kozott kis klldnbségek vannak az
izoforma aranyban, ezek KapElfo-val, IEF-sal szétvalaszthaték
és azonosithatok. Az eltérés a cukormonomerekben, illetve a
cukorlancok elagazasaiban van, a szialsavak elhelyezkedése is
eltéré. Emiatt a bioldgiai hatas, illetve ennek idébeli lefutésa is
kilénbozik.
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EPO izoformak

Az EPO molekulak ma-
ximalisan 14 szialsavat
tartalmazhatnak. Ezek
szama szerint tdbbféle
izoformat kllénbdztet-
hetlink meg:

BME Alkalm: Designation. EPO = erythropoietin.

EPO Carbohydrate

3 N-linked chaing. 1 O-linkad chain lsoform

M. of Silic Acid
residuse)

1
i P S
PYY . ..

10

Yyy, —-

© = Sialic Acid

The structure of the carbohydrate chains is variable

Isolate molecules based on sialic acid content
Test the isolated EPO Isoferms for biological activity

Figure 1: Schematic of EPO Carbohydrate Structure and EPO Iscform

Eritropoietin izoformak - kapELFO
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< Fuse : Nt g L] A dy’e
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foulL 1L - '
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s:“:‘ v ; sanagr B 0 L 2 4 iN:AF(ZlN) b ?
g Y L &4 ] L & ! QGO mME  SINAGGLN)
LTI R 'S “eo 000 e
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- L &
O-acetylated 0-:(!;;::;:;: .f
S2NAZF AA“ B
2.8 7.8 12.8 17.8 22.8 27.8 32.8
mono- bi-sialylated tri-sialylated tetra-sialylated penta-anionic
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EPO izoformék

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

30

25

20

Increase in Hematocrit - Day 30

8 9 10 1 12 13 14
Isoform

BME A

Figure 2: In Vivo Efficacy of Isolated EPO Isoforms—CD-1 mice (n = 20/
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A 24 Asn lecserélése GIn-ra = +29% hatas

Tovéabbfejlesztett EPO készitmények

Tanszék

Darbepoetin alfa/Aranesp (Amgen): moédositott EPO, amelyben
Ot aminosavat cseréltek ki: Asn-57, Thr-59, Val-114, Asn-115 és
Thr-117, ezzel Gjabb két N-glikozilacios helyet alakitottak ki, —
+két cukorlancot tartalmaz, a szidlsav-tartalma nagyobb — 3-
szorosara nétt a molekula felezési ideje.

CERA (Continuous erythropoietin receptor activator): az EPO-ra
PEG lancot kotdttek — a felezési id6 a hiszszorosara nétt
(Roche)
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Epoetin (-a, —f, etc.) J) J}
same amino acid

as human EPO

\U«

Tovabbfejlesztett EPO készitmények

Asn Ser
126

Darbepoetin VY? L?) V
altered amino acid I‘
Asn Asn Asn Ash - Asn Ser
30 83 88 126
CERA L?) Lﬁ} Lﬁp }
Ser
126

posttransiational Asn
pharmaceutical modification [[24

Methaxy-PEG polymer
Ala 1, Lys 45 or Lys 52

Clinical use
(Brand
names)

Cell
substrate
of origin
Terminal
halflife

Mass
(Dalton)

o ” Epoetin Epoetin theta
E"[":t"' Enosti ois delta (stand-alone
alpha bets OMEE: | (Discont) | product)
E
[A‘:'f:) Recormon-
ng & (Roche-
U :ﬂ us), Dyneng | BioPoIn (CT
"l';’ Neo- Repotin S’;’f PO Arzneimittel
S e e | S e e S
Eprex unfavorable ;
(Roche- ), EPOMAX and Ratioepo  (Stada)
R sl o] || e e
non-US), HARiRG conditions ERHET;
= Epogin )
PO (Chugai-
ESPO
- non-Us)
(Kirin)
baby h
Chinese  Chinese i Chinese  Chinese
hamster  Human cell hamster
hamster  hamster : : hamster
Kidney line ovary Cell
ovaryCell  ovary Cell ovary Cell
cells
6-9hr  6-9hr 6-9 hr 6-9 hr 6-9hr 6-9hr
304 30.4 <30 <30 306 ~304

Tovabbfejlesztett EPO készitmények

Darbepoe
tin

Aranesp
(Amgen)

Chinese
hamster
ovary Cell
25hr

37.10

Mircera
(Roche)

Chinese
hamster
ovary Cell

130-140
hr

60.4
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