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A biotechnolégia agazati felosztasa

-(Humén- és allategészseégugyi) Biotechnologia:

Human és allati gyogyszerek, terapiak eloallitasa a biotechnolégia
eszkozeivel. (Ossejt terapia, gén terapia, fehérje terapia, antitest terapia,
diagnosztika...)

Feheér |(Ipari) Biotechnologia:

iotechnoloégiai médszerek felhasznalasa a hagyomanyos mianyag, textil
stb. ipar termékeivel azonos értéki, de alternativ, kornyezetkimél6bb vagy teljesen
kornyezetbarat, olcsébb technolégiak altal.

(biolizemanyag, mosoéporok, aminosavak, vegyszerek, biopolimerek...)

-(Névényi) Biotechnologia:

Idegen novényfajok kozti géntranszfer, mely altal uj, elonyosebb
tulajdonsagokkal rendelkez6 kulturnovényeket allit €16 az iparag. (rovar, homérséklet
és szarassag rezisztens, nagy terméshozamu fajok)

Transzgenikus novények (terapias vagy ipari célu fehérjék)
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Fehér biotechnologia

Sajt enzim: chymosin (borju negyedik gyomor)

rekombinans chymosin enzim 60.000 kg/év,
14 millio t / év sajthoz

Klyveromyces lactis Echerichia.coli Aspergillus niger var.
awamori
Gist-brokades Pfizer Genencor
Maxiren Chy-Max Chymogen
Establ. on chrom. Fermentation
Intracell., incl.
bod.
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Fehér biotechnologia:

Mianyag gyartas...

Ralstonia eutropha
lassan novekedo, nehezen feltarhato

Rekombinans E.coli
gyors novekedés
a sejt szarazanyag 85% P(3HB)




Uj termék tulajdonsagok

Novényi termelékenység fokozasa.
Stressz tlrés, ellenallas patogéneknek kialakitasa
(virus, baktérium, gomba) rovarirtoknak, Szinek, izek, gyumolcs érés

szabalyozasa az aratas utan

rovaroknak, gyomirtoknak.

Novények atalakitasa

Milyen célbél?
Talajjavité novények Anyagcsereutak
eléallitasa szabalyozasa
Tapanyagfelvétel, szénhidrat
termelés,

S6 tlrés, szennyez6k

eltavolitasa
nov. olajtermelés

Idegen fehérjék
el6allitasa
Ipari enzimek, terapias
fehérjék vakcinak
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Onallé bioaktiv

egységekbal allé

gyogyszerek

Sejtek,
Ossejtek,
Vakcinak

Makromolekulas
biogyogyszerek

élo szervezetekbol,

vagy élo
szervezetekkel
eloallitva

Kismolekulas
gyogyszerek
élo
szervezetekkel
eldallitva

Diagnosztikai
termékek

Lehet természetes
eredetii,

vagy rekombinans
¢lo szervezet
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Peptidek
(pl. peptid hormonok)

Fehérjék

(pl. inzulin, antitestek)

Vérkészitmenyek (pl.

véralvadas faktor)

Szteroidok,
Toxinok,
Antibiotikumok

Immunologiai

tesztek
Pl. Allergia tesztek

Lehet természetes
eredetii,

vagy rekombinans
termeék

Lehet
termeészetes
eredetil,

vagy
rekombinans
¢lo szervezettel
eloallitva

"

Lehet
termeészetes
eredetii,

vagy
rekombinans
¢lo szervezetbol,
vagy
rekombinans élo
szervezettel
eloallitott
termek.




El6 szervezetek hasznalata a gydgyszergyartasban

Novények és allatok részeinek hasznalata, pl.
gyogynovények, majkivonat, régebben inzulin

sertés hasnyalmirigybol,

Sok esetben konkrét hatéanyag volt azonosithaté

késobb, és tovabbi novényi és allati hatéanyag

felfedezése varhato, amelyek késobb biotechnoloégiai

uton lesznek termelhetoek

Nehéz a termék allandé mindségét biztositani, korlatozott hozzaférés

Korlatozott a valtozatossag — kulonosen terapias fehérjék esetében

« Egészségugyi kockazatok — virus v. CJD atvitele allattél, v. emberi

szovetekbol.
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Rekombinans fehérjék hasznalatanak elonyei

Fajlagosabb (eqy meghatarozott tipusu fehérje allithato elo)

Olcsobb (baktériumokat és élesztogombakat konnyebb tenyészteni,
mint természetes anyagokbadl kivonni fehérjét)

Magas termelékenyséq (nagy lépték és magas koncentracid éerheto el )

Magas reprodukalhatésag (meghatarozott és hosszu ideig tarolt
sejtvonalak)

Mikroorganizmusok alkalmazasa bioreaktorokban biztositja a
folyamatos termelést (nem évszakfuggo) és allandé minéséget

A tenyésztés bioreaktorokban biztositja a kontrollalt korulményeket, és
megakadalyozza a termel6 szervezetek természetbe valé kijutasat

Kevésbé veszélyes (pl. a virusnak csak egy részlete készul el)

Nem szukségesek kisérleti allatok, vagy emberi szervek

Mesterséges (teljesen uj, vagy modositott természetbeni) fehérjek

alkalmazasa

imibaittetasraenvn BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Piros biotechnologia altal hasznalt rekombinans termékek

Peptidek | Petid hormonok

Proteinek | Kiegészito proteinek (inzulin, interferon,
monoklonalis antitestek)

Modellanyagok a fehérjék miukodésbeli és szerkezeti
vizsgalatahoz,

Enzimek

Diagnosztikai tesztek

Nukleinsavak | DNS, RNS

Egész sejt | vakcinak

Virus | vakcinak
részecskék
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A modern biotechnolog

1940 — 1950

iai ipar

kialakulasa

160 - 1970 5 — —1980 — — — — ——— 199) —- — — — 2000 — — —2010

1953
DNA Double-helix

1973
Recombinant DNA
Technology

1975
Hybridoma
Technology

1983
PCR
Technology

Herbert Bover & Stanley Cohen

Originators of Genetic Engineering

Rohert Swanson & Herbert Bover
The father of the Bictechnology Industryv

1976 1980
Genentech —» Genentech
founded went public
1980 1983 1992
Amgen ™ Amgen ™ Listedin
founded went public Fortune 500
1982 1986 1989
Insulin Interferon EPO
launched launched launched

2008
Revenues of Publicly
Traded Biotechs Grew

12% to US$89.7
Bilhon

Genentech
Acquired by Roche

for US$46.8 Billion

Amgen
Revenue USS$ 15 Ballion
Ranked 11th
Among Pharmas
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A biotechnolégia fejlodését tamogaté moédszerek megjelenése

SpringerLink

2nd Generation Sequencing
commercially available

ssDNA Recombineeri
9 Reduced
Synthetic HCV E. coil genome
Reduced
dsDNA Recombineering B. subtilis genome

‘ Multiplex Automated
Chemical Mutagenesis e G:nflme E:gimenng
Sanger Sequencing /M. mycoides cells
UV-Mutagenesis Recombinant DNA with synthetic genome
1970

1920 1930 1940 1950 1960 1990

Transposons

Synthetic polio virus

Transgenic mice CRISPR

Synthetic $X174 Phage

TALE Nucleases
Synthetic

E.coli Knock-out library yeast chromosome
Gibson Cloning

“Streamlined” T7 Phage
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Leading pharmaceutical products by sales worldwide in 2023
(in billion U.S. dollars)

Product name (Company)

Keytruda (Merck & Co.) GRSV 25
Comirnaty (BioNTech/Pfizer)* [T ASMI] 15.3
Humira (Abbvie) [T 14.4
Ozempic (Novo Nordisk) 13.9
Eylea (Bayer/Regeneron) NI 12.9
Eliquis (BMS) 12.2
Biktarvy (Gilead) 11.9
Dupixent (Sanofi/Regeneron) Biotech 11.6
stelara (&) EESI0LZY] 10.9
Darzalex (J&)) 9.7
0 5 10 15 20 25 30

Sales in billion U.S. dollars

BME Alkalmarzatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Estimated total global biotech drugs sales from 2012 to 2024
(in billion U.S. dollars)

600

500
458

415 422 421

400

Sales in billion U.S. dollars
w
o
S

200
174
149 152

100
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Kockazat és haszon a termékek tekintetében
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Ervek egy gyogyszergyar szamara

Mellette:

jelentos arbevétel

magas nyereségtartalom

kevesebb versenytars

szelektiv hatas, kevesebb mellékhatas

ismert ADME paraméterek (pl. terapias fehérjék) ADME: absorption,
distribution, metabolism, and excretion,

Ellene:

specialis szaktudas minden szinten

magas beruhazasi és fejlesztési koltségek

specialis klinikai vizsgalatok

kaotikus torzskonyvezési helyzet (USA)

ismeretlen piaci viszonyok (biohasonlé gyogyszerek)

Y 18
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Szukséges tudas

Biomérnok < molekularis bioldgia,
Biomérnok -+ fermentacids tudas (bakterialis, emlossejtes),
Biomérnok - tisztitasi (down-stream) ismeretek,
Biomérnok - analitikai tudas,
Biomérnok < meéretnovelés, gyartas (bakterialis, emlossejtes),
- készitményfejlesztés,
- készitmeény gyartas, csomagolas
Biomérnok < minoségbiztositas
« klinikai vizsgalatok,
Biomérnok - torzskonyvezeés

19
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Biotechnologiai gyogyszerek fejlesztése

e 100-1,000

m UsD

1-20 m USD
030 1,000-5,000
Bedis 100-300 beteg bt
2 2.5 1.5

e > sk >" ﬁﬂ? 1. fazis > wazis  SRegRH >
Target N, Target
immtiﬁﬂ; validation > Seicehing >uPtIm|a:ahun>

Foeras: Convncive elemeds
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A gyogyszeripari biotechnolégia sajatossagai

Size does matter: analitikai eszkozeink
nem alkalmasak a
PONTOS

szerkezet meghatarozasara

.
Vinpocetin
(Cavinton) Filgastrim
C,,H,xN,0, CgasH343N5530,5435, Rituximab
MW: 180 Da MW: 18.8 kDa Cea16Hos74N 168801957544

MW: 143.9 kDa
21
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1 L 4

Példak rekombinans szervezetekkel eloallitott termékekre

1

A-Chain
10 'S ‘
10 d
20 s -Chain
"‘

20

Inzulin rekombinans E.colival

HBV DNA

M-HBsAg

Hepatitis B vakcina élesztovel, e

Monoklénalis antitest termelés CHO sejttel
(trastuzumab — HER2 — mellrak)

Transgenic

Plant s
Ehet6 vakcina Norwalk virus ellen
burgonyaban /|

) Immunity!

coivilining VicallBucteclal prodiing - anccgun
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Két konkret péelda a rekombinans biotechnoloégiai
gyogyszerekre

1. Anti-Her2 (a Her2 egy receptor fehérje):

Trastuzumab (INN* név) — Herceptin (keresk. néev)

2. Anti-TNF ( a TNF gyulladast stimulalo fehérje)
Adalimumab — Humira

Infliximab — Remicade
* INN-International
Nonproprietary Etanercept — Enbrel
Name

23
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1. példa: A mellrak egy fajtajanak mechanizmusa

« A mellrak egy fajtajanak rakos sejtjei tultermelik a Her2 receptort
(human epidermal growth factor receptor 2).

 Novekedési faktorok (growth factors) stimulaljak a sejtszaporodast.
Tobb novekedési faktor->nagyobb sejtszaporodas

Formul Bersost Call [HRE-3 Bene Anypliifi=stion BIEEAST

i I:> Shortened Survival

l

Nicdiin Survival from Fist Disgnosis
* HER-2 over-expression 3 years

* HER-2 normul T yenrs
BRcniroe Mlamon el sl [5§7

Growth Factors
Bind io HER-2

R .
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1. Peélda folyt.: Trastuzumab (Herceptin) — egy Mab a Her2
blokkolasara

Megakadalyozza a novekedési faktor bekotodéset

EGF m
é HERZ protein overexpression

- "ﬁxc\

tumor cell

HERZ oncogene
amplification
% HEHE HLIITIHH E|:r|n:lerrnal Ermn-'th Fﬂctur Receptor-2 EGF: Epidermal Growth Factor
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1. Példa folyt.: Trastuzumab/Herceptin (Genentech, Roche)

* Humanizalt MAb CHO-ban termelve
« Hatassal van a HER2/neu (erbB2)
receptorra mellrakos paciensekben

* Megallitja a sejt novekedeést a G1
fazisban

The cell "double checks” the

duplicated chromosomes for / /
error, making any needed A7
repairs.

// Mitosis

« 25-30% -a a mellrakos betegeknek xx Each of the 46
chromosomes is

. /' Cellular contents
he / ’
dcuegl)'hcated gt e excluding the chromosomes,

/ are duplicated.

ezzel gyogyithatd.

- riziké: szivre toxikus lehet [ c. G )
' o &
© Clinical Tools, In '\,_‘2}_,/' Cell cycle arrest.




2. péelda: Anti-TNF (a TNF gyulladast stimulalé fehérje)

e Az arthritis egy autoimmun
= betegség — az immunrendszer a

synowial

it sajat test ellen fordul

Synoviol
Fluid

N e °  Citokinek, konkretan a Tumor

iy Nekrozis Faktor (TNF)
stimulaljak az immunreakciot,
ami a gyulladast okozza

Az egyik megoldas a TNF
blokkolasa, hogy ne tudjon
bekotodni és stimulalni.
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2. Példa folyt.: Az anti -TNF feheérjék (Soluble TNF receptor)
megakadalyozzak a gyulladas stimulalasat.

EM PTYTNF
CELL-BOUND
RECEPTORS

=

SOLUBLE
TNF
RECEPTOR

: 2 Z " h'-':i.
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Gazdaszervezetek osszehasonlitasa

Alacsony

ryr v

Eloallitas
sebessége

Techn.
koltsége

Tipikus
hozam

MAARIRALLARN

Post transzl. @
modositas

BACTERIA BEVS /INSECT CELL PAAMMALLAN

Hatésag altal :
mar jovahagyott - M m
tech noléglék BEVS/INSECT CELL BACTERIA

BEVS - Baculovirus Expression Vector System
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Fontos a gazdaszervezet megvalasztasa

A jelenleg jovahagyott technoloégiak
95%-a ezt a 3 gazdaszervezetet hasznalja
A g{azdaszervezet '
osszetettsége

Tr. novény v. allat

Emlds sejt

Rovar sejt

Chinese Hamster Ovary

(CHQ) Cells
aktérium

A feheérjetermék
Osszetettsége
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Alternativ Expresszios Rendszerek

Tobb mint 340 Uj expresszios
rendszer all fejlesztés alatt 94
Az Uj gazdaszervezetek

nagyobb technikai és 67
torzskonyvezési problémat 43
okozhatnak. 30

A bioszimilarisok esetében
kulonosen veszélyes 20.1
gazdaszervezetet valtani.

Tovabbi fejlesztések CHO, SP2/0, MEL, E.coli, COS, Insect, HEK
lehetségesek a jelenlegi ——

gazdaszervezetekkel is. Native hu-Leukemia Inhibitory Factor:
7 db N glikozilacios hely (20-67kDA), 3 diszulfid kotés

Geisse and Kocher, Prot.Exp.Pur. (1996)
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A klonozas ,,szerszama’: restrikcios enzimek

DNS emészto enzimek, amelyek csak bizonyos szekvenciak mentén

vagnak.
Szabad 5’ veget, szabad 3’ véget, vagy tompa veget (blunt end)

tudnak képezni.

s{ @AATIC | s[6]y 5TAATTC |3
RS Te——l c . e
3] CTTAAG |5 3|/ CTTAA |s ¥ G |5
A
EcoRl cuts asymmatrically leaving 5° overhangs
—, o — .
5| ETGCAG |3 s5[CTGCA]l® 5G|

: -
¥ GACGTIC |5 3Gls y[ACGTC]5

Y L
Fsl cuts asymmetrically leaving 3" cverhangs

b
5 _GATATC 5 ATE] 3
3| CTATAG 3RS 5
A

EcoRV culs symmelrically leaving blunt ends
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A puUC 18
plazmid
hasznalata, a
sikeres
génbevitel
lathatova
téetele

Podylinker

ATvgRCiiain
resitance

pLHC 1 E plasmed
jrtact focd oene
can melaboluye Xgal
i conliaryy

and will form bl

'l 1
3 3
o [ [
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-
Armpcillie

resilance

Pobyhinker Cul

worlfy Peslired U

DA ETSET e

o plasmid
aEvreicld it abadalie f'|.|.!|.l|
ared wall lorm whille cobony

+ e—

Plasmid
vector

Foreign DNA

lacZAMI 3

Competent £, coli

h=

msert within lac?

ﬂO___,

insert outside lacs

Ligation

—~()—

no insert

o=

Transformation

Culture with X-Gal+IPTG

— = White colonies

—— > Blue colonies

——= Blue colonies

Screening
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A pUC 18
plazmid
hasznalata

A plazmidot nem tartalmazé baktérium egyedek nem képesek kindni a
penicillin miatt.

A klénozott gént tartalmazé plazmiddal rendelkez6 baktérium egyedek fehér
koléniakat képeznek, mert az X-gal épen marad.

A klonozott géntél mentes plazmidot tartalmazé egyedek kék koloniat

képeznek, mert az enzim hatasara X-gal riportermolekula elbomlik, és kék
festék keletkezik.

be 'S 0O
| HOalaCiond e N (ondaton) B l ~ ﬁ
X-Gal e — ' | - | -
« MO ‘\" p . 2 B \ - -
b v ’ N - B‘
a0 Cl
HO OH
OH 1 2

Galactose S-bromo-4-chioro- 3- S5 -dibromo-4 4°-dichioro-ndgo, 37
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Plasmids

SRS DA
s genome . D

Electron micrograph of an BE. colt cell mptured
to release itz DINA. The tangle 18 a portion of a
single DI A molecule contamng owver 4.6 milhon
base patts encoding approzmately 4,300 genes.
The small circlets are plastmds. (Couttesy of
Huntington Potter and Dawnd Dressler, Harvard
IMedical Zchool. )
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Foreign DNA
1on of mterest
Gt e | rEgIon o
aatbiotc =1 Plasmid EcoRI
resistance EcoRl

EcoRI
lEEﬂRI Ecu
ﬁ /Sﬁckﬁr Endsﬂ\
Hybridization -
+ DA ligase ”~ _-?"i;
&/ e
\'J‘ y -
- F.
-':l.-" ol
g Hl*-l_i' i
|._-5_s=eh._nm:.=¢._~;e,_._
Bactena platted on medium g, . Genombol
iy | & I ' . Th
+ antibiotic 4 ﬂm“\_l_"_n__. V. |n'SZ|I|kO
-t informacio

Onlybactera conanng —T—> Termelés bioreaktorban

recotnbinant DMNA grow E.colival
Culture| '

Ao vagy
pmﬁ-:_aEnn Q@ - .
09 T~ A plazmid transzfekciéja

r

Klénozas plazmidba . pl. CHO sejtekbe
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Indukalhaté promoterek

A rekombinans fehérjék alapjaban véve primer metabolitok
(a szaporodashoz kotott a termelésuk a sejtfehérjékhez hasonléan.)

Az idegen fehérje termelése megterhel6 a gazdaszervezet
metabolizmusa szamara.

Célszerili a szaporodas alatt szuneteltetni a rek. fehérje termelést, majd
bekapcsolni azt. Igy kisebb a megterhelés és a gén ,,elvesztésének”
valészinlisége.

Some inducible promoters used for separation
of the production of recombinant proteins into a cell
growth phase and a production phase.

_Host Promoter Induction method
E.coli Prand P Temp. shift 30 to 40°C
pho Phosphate starvation
trp trp starvation or
addition of JAA
tac IPTG addition
S. cerevisiae GALI1 Galactose addition
PHOS Phosphate starvation

IPTG: isopropyl B-thio-D galactoside IAA; B-idoly] acrylic acid

A _ A 40
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Plazmid instabilitas

- Strukturalis (plazmid pusztulas)

300 -
-  Szegregacios (plazmidmentes lanysejtek -
megjelenése az osztédas soran <
< 200 -
L3
o] : .
= OOO ZO 150
000\ _— 0389 5 100-
93% ° 50
000/ ~_,
0.1-
0 2 4 6 8 1012 14
Ora
A plazmidmentes sejtek tulnovik (outnumber)
a plazmidtartalmu sejteket, mert gyorsabban
nonek
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Rekombinans és plazmid-mentes sejtek ATP igénye

Comparison of ATP demond of plasmid-free and recombinant cells
Host: E.coli; Carbon source: glucose; 100 plasmid/cell;

Plasmid Mw. 2.9 e6; Recombinant protein: 50% of total cell prot.

Plasmid-free cell Recombinant cell
10 e(-16) mol/cell 10 e(-16) mol/cell
Function
biosynthesis of
polysaccharide 5.75 5.73
cell protein  57.39 57.22
product protein 0.00 57.22
RNA 12.24 12.20
crom. DNA 2.96 2.95
plasmid DNA 0.00 0.27
A Adwmb A 42
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Hogy mukodik az IPTG indukcio?

o® O;ugag,gejg; o @ =lactose ] i ) ) . . ; .
AR L @ -9« | Mi szabalyozza a laktozbont6é enzim megjelenését?
glucose
growth i o T aktivator fehérje represszor fehérje
- kotérégioé (nem mindig) kotohely = operator
S5 ons TN [ S B
time regulacios szekvenciak transzkripcios egység
Hogyan térténik a szabalyozas? Termeszetes szubsztrat
CH;DH CH,OH
. U; Y A
AN a lac-represszor kotddik az Oy \
imRNS i és O; vagy O3 operiatorhoz, OH
‘L meggatolva a z, y és a transzkripciojat
i laktoz CH
. . HiC T
Z T ¥ | A ] Szubsztratanalog ﬂ
l l l HOH,C S
HO o
H

mduktc:r l l
0% ‘ OH

a represszor-induktor izopropil-tiogalaktozid

i komplex nem kotddik (-galakroridaz permeaz  transzacetilaz (IPTG) 43
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Indukcios rendszer a GCSF termelésére

Az ujonnan létrehozott E. Coli T7 pol
egy modositott E. coli torzs
(eredetileg egy BL21 szarmazék),
amely T7 DNS fuggoé RNS polimeraz
gént tartalmaz a kromoszéman,
raadasul egy szorosan szabalyozé
promoter mogott, amely IPTG-vel
indukalhaté.

Vagyis amig nem adunk be IPTG-t
addig meg sem keépzodik a terméket
kédolé m-RNS keletkezéséhez
szukséges T7 RNS polimeraz.

/" IPTG Induction

E.coli RMA *l
polymarase

gene
| TT RMNA polymarase

— |

IPTG Induction "\

TT RNA *

polymerass

IPTG adagolasra azonban a kromoszéman keletkez6 T7 RNS polimeraz
megképzodik, és bekotodik a plazmidon Iévé T7 polimeraz promoterbe, és

megkezdi a cél gén atirasat m-RNS-be.

A még szorosabb szabalyzas érdekében a cél gén el6tt is van egy IPTG
indukalhaté promoter, amely az IPTG adagolasra szintén felszabadul.
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Hogyan lehet bevinni a T7 polimeraz gent a kromoszémara?

Daughter cell

/ with prophage
Many cell divisions
produce a large

population of
bacteria infected

A ADE3 fag beépul a kromoszémaba és viszi magaval a kapszidba rakott
barmely DNS szekvenciat. A litikus ciklus utan lizogén lesz és ugy is marad

_—

Ujra aktivalasahoz egy segéd fagra van szukség

The phage attaches to a
host cell and injects its DNA

Phage DNA

Phage fE
% DNA \@%\
@O N circularizes

Bacterial
chromosome

Occasionally, a prophage
exits the bacterial chromosome,

initiating a lytic cycle.
E=52)

The bacterium reproduces

Phage
=)
a g
A= B
4 P
' & R
\ E ._: |Lysngsn¥c cyclel
normally, copying the prophage
and transmitting it to daughter cells.

.i'.':ertaln factors
determine whether
| Prophage

ﬂ_ﬂ'umtﬂ_ % !
@ “"r:r.}
@ ‘@ Lytic cycle
Lytic cycle| o, |Lysogenic cycle
is entered |
i I "

=

The cell lyses, releasing phages.
~|is induced _ ter
r _-;.-.-'.Tﬁ'.d -'-F-_‘ — -_l / \ ._e, (2
3 ——
Phage DNA integrates into the
bacterial chromosome, becoming a

. prophage.

MNew phage DNA and proteins are
synthesized and assembled into phages
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A ADE3 lizogeén fagot tartalmazo E.coli
alkalmazasa a gyogyszergyartasban.

A hatésag nem nézi j6 szemmel fag szekvenciak jelenlétét a termelo

torzsekben. Nem tartja biztosnak a fag lizogén allapotat.

Ezért célszerii a T7 polimeraz gént mas mdédon betenni a kromoszémaba. Az
ujonnan létrehozott E. coli T7 pol nem tartalmaz ADE3 lizogén szekvenciat,
hanem a T7 polimeraz kozvetlenul a kromoszémara lett beklonozva, fag

kozvetitése nélkul, homolég rekombinacioval.

£ 46
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Sejtbankok eloallitasa

A fejlesztések, a termelések,
a klinikai kezelések stabil
ismételhetoségének alapja az

azonos és valtozatlan RCB
képességu sejtek biztositasa. | > [Feken resevation
Ez a- 0 db

Master

Research Cell Bank (RCB), i
Master Cell Bank (MCB),  °~°

v .
Working Cell Bank (WCB)  [quiy] | 1
contro
0db 0 db
létrehozasaval torténik. Working Workin
bank 1 bank
Q00000 Q00000
Tarolas: tobb, foldrajzilag . .
. Quality Quality
fuggetlen helyen control control

ik . T o
i 4 U = TR A E! ]

sl e
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Research Cell Bank (RCB)

Egyetlen sejtbol indul ki
Sejtek tarolasat foglalja magaban,

Sejtek, amelyek ,,idoben”, vagyis minimalis osztéodas utan
kerultek fagyasztasra

Megorzik a tulajdonsagaikat,
Megakadalyozza a fertozodést és a pusztulast
Torténete jol dokumentalt

Master Cell Bank (RCB)
RCB -bél indul ki

a cél u.a., mint RCB-nél, de GMP-ben készitett, nagyon alaposan
karakterizalt (GLP modszerek), jol dokumentalt és tarolt (GMP)

Working Cell Bank (WCB)
MCB -badl indul ki

a cél u.a., mint RCB-nél, de GMP-ben készitett, nagyon alaposan
karakterizalt (GLP modszerek), jol dokumentalt és tarolt (GMP)
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Szabalyz6 dokumentumok

FDA’s 21 CFR Part 610.18

FDA'’s 1993 Points to Consider in the Characterization of Cell Lines
Used to Produce Biologicals

ICH Q7A
ICH Q5D

European Pharmacopeia (EP)
US Pharmacopeia (USP)
Japanese Pharmacopeia (JP)

B ke ) —_— 2 : . '
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A termelo torzs jellemzése

Tesztelési teruletek:
Azonossag igazolasa (expresszids szerkezet)
Tisztasag igazolasa (esetleges fertozesek)
Genetikai stabilitas (a terméket kodolo régioban)

A sejtek minoséget garantalé minoségbiztositasi folyamat
elso lepése, amely a tenyésztées vegeig tart:
end-of-production/post production cells (EPC/PPC)

51
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Sejtbankok tisztasaganak igazolasa

Kizarja/minimalizalja idegen
mikroorganizmusok bekerulését a
folyamatba:

Idegen baktérium, Mikoplazma,
Gomba, bakteriofag

Fert6zési forrasok:

Sejtekben mar meglévo fagok
Kulso fertozések
Segédanyagok fertozései

Viz

Levego

Személyzet

22
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Master cell bank (MCB), Working Cell Bank (WCB)
és End Product Cells (EPC) vizsgalata

Tests Acceptance criteria Tests Acceptance criteria
: R
Vlilzlsnc;ell 21*107 cfu/ml Microbiological
>1*10° cfu/ml (EPC) purity
a) bacterial Contamination
E. coli The result of the impurities
i : : excluded
identity strain must be
_ : b) fungal L.
identical to the : o Contamination
) Impurities
parental strain. excluded
Plasmid c) phage Contamination
stability test impurities excluded
by
examination >90% Plasmid-DNA : >5
of antibiotics genomic DNA
resistance ratio
53
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Tests

Size of linearized
plasmid
(Restriction digest
by Pstl enzyme)

Restriction
mapping of the
plasmid

(Restriction digest
by EcoRI enzyme)

(X i Fi E
.#”{

! — ——

- —

— N S

e —

I —

e . .
sieesenenmnsneguy BME Alkalmazott Biotechnolégia &

Eink

Acceptance criteria Tests
RSD < 6 %;
6311 base pair £+ 10%
Plasmid
sequence
analysis
4 fragments;
RSD<6 %: Protein molecular
weight
3325 base pair £+ 10 %
1413 base pair + 10 %
1023 base pair + 10 % 1 2 3 4
550 base pair =+ 10 %
1

Acceptance criteria

100 % identical to the
theoretical sequence

18 800 Dalton £10%
(Appropriate streak
obtained with the test
and reference solution
should be at the same
position)

2 6
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Oltéanyag (inokulum)

tapoldat

Glycerol 99,5%
KH,PO,

K,HPO,

(NH,), SO,
Na,C.,H,0,x2H,0
MgSO,x7H,O

Kanamycin sulfate
Thiamine HCI
Boric acid
CuSO,x5H,0
MnSO,xH,0
FeCl;x6H,0
ZnSO,x7TH,O
CoCl,x6H,0
Na,MoO,x2H,0

Tapoldatosszetételek

Termelo
tapoldat

Glycerol 99,5%
KH,PO,
K,HPO,

(NH,), SO,

MgSO,x7H,0

Kanamycin sulfate
Thiamine HCI
Boric acid
CuSO,x5H,0
MnSO,xH,O
FeCl;x6H,0
ZnSO,x7TH,0O
CoCl,x6H,0
Na,MoO,%x2H,0
CaCl,x2H,0
PPG2000

Rataplaloé (fed batch)

tapoldat

Glycerol 99,5%

MgSO,x7H,0
EDTA
Kanamycin sulfate

Boric acid
CuSO,x5H,0
MnSO,xH,0O
FeCl;x6H,0
ZnSO,x7TH,0O
CoCl,x6H,0
Na,MoO,x2H,0
CaCl,x2H,0

s BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Fermentation process parameters

A fermentacio —— Acid (ml) ——pH — TEMP (°C)
lefolyasa egy —— 0D (600 nm) —— 02 utilised (L) x 10 —— pO2 (%)
IPTG —o— Stirring (rpm) x 10 Point of induction
indukalhato 50 -
rekombinans 461 A i
fehérje termel6 | € *°° o .
. , & 35 e
tenyesztéesben | §= 5
2 E 30 5
E S 25 1% E,
Q
g3 5
S5 140
8 15 X
o 10- 1 20 Sn.
5 2
0 0

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7

Batch hours (h)

Stirring (rpm)

o7

_;; _h; .;.—

ol ] AEFEEES |". § ill i o & - ' i 2 . - *
L0 RARRRRARS R oA m - i s um manenennnnne vy DIVIE Alkalmazott Biotechnologia s Elelmiszertudomany Tanszek



Egy altalanos fehérjetermelo technolégia

Culture broth

Cell separation

|—|—|

Cells Supernatant

Cell disintegration ‘ Capture \

! Refolding I i Extraction ] ™ Purification |
‘ Refol | I

ding J Polishing |

TRENDS in Biglachnology
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Baktériumokban (E.coliban) keletkezo
oldhaté fehérjék és zarvany testek (inclusion bodies)

Nascent

] | Secreted
potypeptides A protein
T N —— Chaperone -
T 3
Inclusion bodies Folding intermediates Mature pror;zin
g\
T /‘%s _TT' &‘"
l Chaperone
A mma acnds Missfolded protein
T o
Protease

A frissen keletkezett fehérjelancok érési folyamatai a sejtben

£ 60
:Hb Hm@s! e = IHH![FH'I = PR R AR RN ﬁ.(

LI PR P LR R e LR AL T LI.I||IL

il nARRAR AR Bo ! - s mmipenenannpese oy DMVIE Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszek



E. coliban keletkezo inkluzids testek és méretuk

Inkluzios testek

Normal E. coli sejtek E. coli sejtek inkluzios testekkel

Inkluziés testek sejtfeltaras utan Objective micrometer - 0.01 mm (10 um)
M= 3700 x
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IB

IBs from E. coli cultivated at 25 “C, prepared by cell di-
sruption in a homogenizer, and then thoroughly washed in pure wa-
ter.
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GCSF

A keletkezett GCSF formai

Rosszul hajtogatott Nem hajtogatott
GCSF GCSF

BME Alkalmazatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Rekombinans fehérjék ujrahajtogatasa inkluzios testbol

Sejtfeltaras,

lizozimmmal, DNAse
ultrahanggal, vagy Triton )$1 00
French-press-el & centrif.

Refolding
(0 rendii reakcid)

Oldas _—
6M Guanidin-HCI, v. Dializis, v. N
8M Urea, v. higitas, v. - L
2% Sarcosyl v. gélsziirés I(eer;le' riekoncentracio
0.01M NaOH \—A

Aggregacio

(>1 rendi reakcio)
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Fehérjék ujra hajtogatasanak (refolding) lehetséges kimenetelei

Unfolded — nem hajtogatott fehérjék

ff“ o N
=) Il.a-" l’r"lt' e
Unfolded € ﬁﬁgﬁ

in-vivo : keletkezéskor

I
|
| in-vitro: kaotrép agensekkel

Chaperones |
Chaperones

Folding
intermediates

Partially o
folded o Y
— states "=l

Energy

Native £
state Amorphoua
aggregates |
Amyloid
fibrils
> =
lntramolecular contacts Intermolecular contacts -
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A fermentlé vizsgalata GCSF oldhatosagot elosegito fuzio
(TRX) nélkul, és TRX-el

A természetben altalanosan
elofordulo fehérje, amely
redukalé hatasu és a
diszulfidkotések képzésében
vesz részt. Feladata a korrekt
cisztein parosodas
kialakitasa és a hibas
parosodas korrekcidja a
fehérje hajtogatas soran.

SUMO GST MBP TF TRX
kDa m 1 S 1 8 1| S 1| 8 1| §

16,0 = -

—
80.2 - --.

18.4 -

14,4 — —

SUMO: small ubiquitin-like modifier
GST: glutathione S-transferase
MBP: maltose binding protein

TF: trigger faktor
TRX: thioredoxine

] €. ] e | -~ - 2 n E . - "
cummeaenannnnneoy  BNVIE Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

M:
size marker

I:
Insoluble

S:
soluble
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Egy konkrét példa a GCSF (Filgrasztim)

Hatasmechanizmus:

A human granulocyta-kolénia stimulalé faktor (G-CSF) olyan glikoprotein,
mely a neutrophil granulocytak osztéodasat és a csontvelobol valo kilépését
szabalyozza.

A pedfilgrasztim a filgrasztim csokkent vese clearence-en alapulé
elhizédo tartamu formaja. Sokkal nagyobb a féléletideje a paciens vérében,
ezért ritkabban kell adagolni. (Napi helyett havi egy dozis.)

Kimutattak, hogy a pegdfilgrasztim és a filgrasztim hatasmechanizmusa
azonos: a periférias vérben 24 é6ran belul a neutrophil szam jelentés
emelkedését, valamint a monocytak és/vagy lymphocytak szamanak
emelkedését okozzak.

A termelt neutrophil granulocytak, normal vagy megnovekedett funkciéval
rendelkeznek.

s mieeirkeianseeyyn BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék
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GCSF - Filgrasztim

N-L-Methionyl-granulocyta-colony-stimulating-factor;
glikozilalatlan linearis polypeptid lanc 175 aminosavbal all.

Molekulasulya 18.799 Da
Kémiai formula: Cg 5 Hy345 Noo3 O,45 Sg

Megjelenése: Atlatszé szintelen oldat

Elsodleges szerkezet:
Met-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-Leu-Pro-GIn-Ser-Phe-Leu-Leu-Lys-Cys-Leu-Glu-GIn-Val-
Arg-Lys-IIe-GIn-GIy-Asp-GIy-AIa-AIa-Leu-GIn-GIu-Lys-Leu@Ala-Thr-Tyr-Lys-Leu is-
Pro-Glu-Glu-Leu-Val-Leu-Leu-Gly-His-Ser-Leu-Gly-lle-Pro-Trp-Ala-Pro-Leu-Ser-Se:-Cys-Pro-
Ser-Gin-Ala-Leu-GIn-Leu-Ala-Glu-Cys-Leu-Ser-Gin-Leu-His-Ser-Gly-Leu-Phe-Leu-Tyr-GIn-Gly-
Leu-Leu-GIn-Ala-Leu-Glu-Gly-lle-Ser-Pro-Glu-Leu-Gly-Pro-Thr-Leu-Asp-Thr-Leu-Gin-Leu-Asp-
Val-Ala-Asp-Phe-Ala-Thr-Thr-lle-Trp-GIn-GIn-Met-Glu-Glu-Leu-Gly-Met-Ala-Pro-Ala-Leu-GIn-
Pro-Thr-GIn-Gly-Ala-Met-Pro-Ala-Phe-Ala-Ser-Ala-Phe-Gin-Arg-Arg-Ala-Gly-Gly-Val-Leu-Val-
Ala-Ser-His-Leu-GIn-Ser-Phe-Leu-Glu-Val-Ser-Tyr-Arg-Val-Leu-Arg-His-Leu-Ala-GIn-Pro

Diszulfid hidak a 37. és 43. aminosavak kozott, és a 65. és
75. aminosavak kozott
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PEG-GCSF - PEG-Filgrasztim

Molekulatomege: ~38.800 Da (~39kDa)
Két molekulabdl all: Filgrasztim + PEG

Atlagos relativ molekulatomeg: ~20.000 Da

PEG molekula kapcsolédasa az N

terminalishoz
PEG (polyethylene-glycol): a-methyl-polyoxyethylene-glycol

R'*d-‘: ann!nbﬂ?ieﬂ.-‘- i '-IL' . .'_: :

Neulasta™
(Peqlilgrastlm)

Helical
bundla

(PEG)

Neupogen® Neulasta®
Wild Type Human G-CSF




A GCSF technoldgia fejlesztés szakaszai:

1. A primer szerkezet meghatarozasa

2. A primer szerkezet leforditasa DNS-re, kddon-optimalizalas
3. DNS szintézise

4. Plazmidba valo kléonozas

5. Sejtek kialakitasa, kivalasztasa (klonszelekcid), sejtbank
kialakitasa

6. Upstream fejlesztés

7. Midstream fejlesztés

8. Downstream fejlesztés

9. Pegilalas fejlesztés

Folyamatos optimalizalas és bioanalitikai fejlesztés

ETRMIARMEIEYY BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
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A termék minoségének biztositasa a technologia
kritikus paramétereinek korrekt szabalyozasan keresztul

- A fejlesztési program keretében kockazatelemzést célszeri
végezni. (A kockazatelemzés listaja némileg médosulhat a
késobbiekben gyiijtott tapasztalatok alapjan.

Failure Mode Effects Analysis (FEMA): RPN=SxOxD
Risk Priority Number, S-severity, O-occurance, D-detectibility

- Ennek alapjan a technolégiai paraméterek hatasanak
megallapitasa a termék kritikus min6éségi parameétereire.

- Ennek eredményekeént a lehetové valik a koztitermékek és a
végtermék mennyiségi és minoségi parameétereinek biztositasa a
kritikus technolégiai paraméterek, beavatkozasi hatarok és az
elfogadasi hatarok betartasan keresztul.

- A technolédgia fejlesztéséhez j6 analitikai médszerekre van
szukség, hogy ne vakon menjen a fejlesztés.

thigtn BME Alkalmarzott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A megfelelo szintetikus gén elballitasa

A természetes Hu-GCSF AA

szekvenciajanak meghatarozasaval ——
kezdodik. Endoproteazokkal emésztett u c A G
.y 7 UuUuU | Phe [UCU UAU uGcu | C U
fragmenseken LC-MS/MS technikaval u|uuc uce | ser uac | 7 |uee | % |c
i . . UUA | oy |UCA UAA Stop |UGA Stop|A
valo elemzeést lehet hasznalni. Ll hee UAG S oG Tipl |6
cuu ccu CAU His |CGU u
C |CUC | Leu|CCC Pro | CAC CGC | Arg |C
. ) . 1st CUA CCA CAA | GIn [CGA A 34
Az ellenorzott AA szekvencia alapjan i cce CAG e 8
, . e . . . . etter AUU AcCU AAU | Asn |AGU | ser |U |letter
kodPn th!m_a’hz?cmf (szamlto’gepes_ _ MLA0k L (ASE | ™ IR T L AR LS
statisztikai kiértékelést) kell végrehajtani. AUG | ACC ARG Ace ¢
Guu GCU GAU Asp |GGU U
G (GUC | ya |GCC Ala | GAC GGC |gly |C
) . GUA GCA GAA | oy |GGA A
A kapott DNS szekvencia alapjan cue cee GAG cee ¢
torténhet a kémiai szintézis (528 bp
hosszu DNS).
A 73
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A GCSF gén beillesztése a plazmidba

A GCSF DNS beillesztésre
kerult egy pET39b plazmidba a

Ndel-Xhol vagashelyek kozott. MTT
|gy eloallt a pRG/GCSFa T7 promoter HuG-CSF T7 terminator
plasmid. T T

pET vector
Az Ndel enzim vagashelye _\
(CA|TATG) megegyezik a Start Stop
metionin kédjaval (ATG), igy
utana barmilyen koéd Nde Xhol
kovetkezhet. '

A plazmidon T7 prométer helyezkedik el, ami a génexpresszioé szabalyozasara
szolgal.

A T7 fagbol szarmazo DNS fuggo RNS polimeraz (T7 DNA dependent RNA
polymerase) tud ide kotédni, és elvégezni az atirast m-RNS-be, de csak akkor, ha
IPTG van jelen.

. 74
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A legjobb termel6 torzs kivalasztasa.
A termelés mikroszkopos vizsgalata
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Fermentation

Solubilization Inclusion Bodies

Filtration

GCSF termelése

Refolding
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A GCSF pegilalasa

Az mPEG propyonaldehid {a-methyl-w-(3-propoxy), polyoxyethylene} és a
fehérje N terminalisanak kémiai reakcidja

GCSF + mPEG-propyonaldehyde + NaCNBH; = mPEG-propyl-GCSF +
H,O + NaCNBH

A reakcio mechanizmusa:

Q
i
CH{O(CH,-CH,-0), -CH,-CH,-C
¥ H . -
Frotein 00\ L
Sodium Cyanoborchydride bl =
} A

CHO(CH,-CH,-0) - CH,-CH, CH.: NH-Protein

77

BME Alkalmarzatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Tartalom

A rekombinans biotechnolégia teruletei
A gyogyszeripari biotechnolégia sajatossagai

Gazdaszervezetek
Miveletek baktériumokkal
Kléonozas
Sejtbankok
Fehérjemolekulak eldallitasa
Refolding

és Peg-GCSF eldallité technologia
l M

Uveletek emlos sejtekkel
Klénozas
Sejtbankok
Tenyésztések
Tenyésztési modszerek
Reaktorok (labor, ipari, egyszerhasznalatos)

BME Alkalmarzatt Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Laboratéoriumban tenyésztheto sejt tipusok

Elsodleges (Primer) kulturak

Masodlagos (Szekunder)
kulturak

oejitorzs / Kitapado sejtek
Sejtvonalak - Nem kitapadoé sejtek
Immortalizacié médja
« Spontan transzformacio

 Transzfekcio

« Szomatikus sejtfuzid
(Hibridomak, Hibridek)

79

geeas i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



A sejttenyésztés jelentosége

Kutatas: az allati sejtekre jellemzo biokémiai utak, kulonboz6 sejtszintii
szabalyozasok

Rekombinans fehérjék eldallitasara (pl. interferonok, novekedési
hormonok, stb.)

Monoklonalis ellenanyag termeltetésére hibridoma sejtekkel
Allati virusok szaporitasara vakcina gyartas céljabol

Sérult szovetek rekonstrukcioja, nem funkcionalé szovetek helyettesitése a
sajat szovetek tenyésztésével, melyre nincs immunolégiai valasz;
embrionalis eredetil és szoveti 0ssejt alkalmazas allatkisérletek
kiegészitése, részleges helyettesitése
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A fenntartas korlatja

A gerincesek legtobb sejtje csak korlatozott szamban osztodik az
izolalast kovetoen, azaz a tenyészet eloregszik (szeneszcencia)

Okai:
— a kromoszomaveégek (telomérak) minden osztédasi ciklusban
bekovetkezo megrovidulése

— aktivaléodnak a sejtciklust ellenorzo (és azt leallitd) me-
chanizmusok

Eredetileg csak a tumor- és a rovarsejtek osztédnak korlatlanul
(immortality).

s mibsennesneseayon BME Alkalmarott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Primer sejtkultura

Definicid: Az eredeti szervbol/szovetbdl frissen eltavolitott sejtekbol készult
kultura

Szovet izolalas: (vér, intraperitonealis folyadék) fiatal allatbol (kevéssé
differencialtak a sejtek, a DNS még nem karosodott)

Sejtek diszaggregalasa:
— Késes homogenizator (Turax)
— Enzimatikus emésztés (kollagenaz, papain, tripszin) / DNaz: sejtbol
kiszabadult DNS eliminalasa)
— Sejtek egymastol valé elkulonitése (pl. gradiens centrifugaval)

" 82
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Szekunder sejtkultura és Sejt torzs

Szekunder kultura: A primer kultura sejtjeinek egyszeri passzalasa
(atoltasa) révén jon létre

Sejttorzs: A primer kulturabol néhany passzalas utan kialakult véges
élettartamu, korlatolt novekedési (40-60 generacio) sejtkultara

pl. fibroblaszt tenyészet
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Sejtvonal

Definicio: Genetikailag homogén,
korlatlan ideig fenntarthaté kultura

Normal sejtvonalak

« Spontan immortalizalédhatnak
(pl. patkany kardio-myocyta- H9C2)

Mesterséges immortalizacio

« Transzfektalas viralis onkogénekkel;
SV40 (Simian virus)

 Tumor sejtek (pl. Human cervix
carcinoma: Hela)

* Hybridomak
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Sejtvonal

Kitapadé — felulethez kotott
(WRL-68, Hel a,

HepG2 - human hepatocellularis

¢ szuszpenziéban 1évé
5" (Jurkat - human T-sejt
i leukémias sejtvonal)

Kitapadva és szuszpenziéban
is fenntarthaté

(CHO, chinese hamster ovary,
BHK, Baby Hamster Kidney)




Torzsgyujtemeények

European Human Cell Bank (Salisbury, UK)
European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, UK)

Tum)or Bank, Deutsche Krebs Forschungszentrum (Heidelberg,
FRD

Collection of Cancer Cell Lines (Japan)

American Type Culture Collection (USA):

~3600 sejtvonal; tobb, mint 80 kulonbozo fajbol, tobb, mint 950
tumoros és 1000 hybriddma sejtvonal
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A CHO torténete

1919-tol Kinai horcsogok kutatasban valé
alkalmazasa — pneumococcus tipizalas.

1920-30 Domesztifikalas és beltenyésztés
miatt sok uj betegséget kaptak,
hasznalatuk lecsokkent.

1948-t6l a beloluk nyerhet6 sejtvonalak
hasznalata. EIony: alacsony kromoszéma 44 4 Q) s
szam 2n=22 db. o A m‘”* ,1;; ot N

1957-ben Theodore T. Puck (University of Colorado’s Department of Medicine)
kapott egy nostény Kinai horcsogot a Bostoni Rakkutato Intézetbol.
Ennek petefészkébol nyerte ki és alakitotta ki a CHO sejtvonalat.

Elony: gyors novekedés, nagy fehérje termelés. Emlos sejt vonalon az
E.coli mélté parja, ha hosszu tavu, stabil génexpresszid kell, és magas
hozam.
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Az eredeti CHO sejtvonal leszarmazottai

CHO-ori

T.Puck, Drenwer

1957

Trypsin

1958

Tl |.1npl:|||‘

Origin, names,

Ovary of “out-bred”
chinese hamster ¢.i1g)

Fibroblast-like culture,
[ near diploid
L1
A1
]
I
I
\
A
]
’

\ Adherent culiure for 10
N months, near diploidy?

I

i
!
L]

A1

]
'
L]

\
' Modified morphalogy.
: unspecified
! Clening of cells

{poorly described)

CHO-orl

and

1958

1970

1975

1980 -

1985

2000

constructed history of industrially relevant CHO cell

CHO K17

F-T. Kan, Denyer

CHO-DX B11

Chasin, New York

CHO-K1*®

comm. CMOD

CHO-Toronto/CHO pro*®

=, Thompson, Tarorto

CHO-MTX"™

Siminovitch, Toronto

CHO-DG 44

L 'I §3in f-.-'".-'n Yourk

CHO-5"

comim. madia provider

lines
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s

CHO sejtek jelen hasznalata

A rekombinans termékek ipari eldallitasanak 70%-a CHO val torténik.

1987 — elso6 jovahagyott gyégyszer CHO-val:

Genentec — Activase (stroke, embdlia, infarktus)

Korai termelések jellemzo0i: szakaszos tenyészet, kis térfogatok, allati
vérszérum a tapoldatban, 6-7 nap, 100 mg/lit hozam.

2000-es évektol:

fed-batch v. perfuziés tenyészetek,

nagy térfogatok (1 000 — 25 000 lit.),

CD (chemicaly defined),

folyamatos monitorozas (DO, CO2, cukor, egyéb tapanyagok,
anyagcsere termékek),

1-6 g/lit hozamok.
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CHO sejtek realis ipari alternativai

NSO sejtvonal: egér myeloma sejtek. Nagy hozam (kb.
mint CHO). Azonban CHO-nal kevésbé human
glikozilacio. Médiaba extra lipidek és koleszterol kell,
ami neheziti a downstream miiveleteket.

EB66, kacsa embrio 0ssejtbol szarmaztatva (Vivalis). g
Sejtvonal elballitasa génmanipulacio, kémiai kezelés és
virus moédositas nélkiil késziilt, ezért stabilabb és nem &
tartalmaz potencialis tumorgén DNS szakaszt. Még
inkabb humanszerii az igy késziilt fehérje glikozilacidja. &
Hatranya az érte kért licenszdij, ami altalaban magas. &

PER.C6 (DSM, Crucell), human retina eredeti. Perfuziés
tenyészetre alkalmas, a termelt fehérje akar 30 g/lit is
lehet. Jelentés know-how segitség a licenszadotol,
human kozeli glikozilacio, de magas licenszdijak,
egyetlen és kizardolagos tapoldat forras a licenszadétal,
emiatt kiszolgaltatott helyzet.
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Egy antitest génjeit tartalmazo plazmid,

emlos kromoszomaba ultetheto szerkezettel

1 Matl (1))
CMY promoter 34...606

pUC {ori, Amp) 4925...6870 Light chain 656...1363

BGH terminator 1384...1614

FitLximab F
DMNA map

CMY promoter partial 1630...1963

4925 Sall (1)
SUAl terminator 47838...4918

DHFR: 4098§...4661

Heawy chain 2011...3423
SY40 ori 3705...4046
BGH terminator 3463...3704

SV: Simian vacuolating Virus; CMV: Cytomegalo Virus; BGH: bovine growth hormon
DHFR: dihidroxy-folate-reductase;
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CRISPR

clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, azaz
,halmozottan el6forduld, szabalyos
kozokkel elvalasztott

palindromikus ismétilodések”

A baktériumok genomjaban talalhaté
rovid, ismétlodo DNS-szakaszok
neve.

E szakaszok kozott idegen DNS
darabok helyezkednek el, amelyek
olyan virusokbél vagy plazmidokbdl
szarmaznak, amelyekkel a baktérium
korabban mar talalkozott.

A CRISPR/Cas rendszer a
prokariétak védekezési modszere a
virusok és karos plazmidok ellen;
valéjaban egyfajta immunrendszer.

Acquisition

ejtsd ,kriszper”

Foreign (...
DNA N

crRNA
hiogenesis

Interference

T —
Target PAM
{
*_CRISPR loci
Bacterial Lt : 1.
JeRe tracrANA  cas9  cas crRNA crANA crANA
genes
T !
— e — —
tracrRNA, trRNA Primary transcript
=/ =/ =/ 2.
l / / Casd
crRNA
—d—‘ﬁfﬁ_j 3.
Foreign 4 . Cleavage
DNA

1. Idegen DNS darab megszerzése

A kovetkezo tamadasnal
2. A felismero RNS-ek keletkezése
3. Azidegen nukleinsav lebontasa
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Génszerkeztés (klonozas) a CRISPR/CAS9 rendszerrel

crRNS ez az RNS-szakasz tartalmazza a
célszekvenciat (amelyet az enzim elvag

Cas9 gRNA majd a sejt kromoszomajan)

cr RNA

@ﬂlg':\=, Cas9 a DNS-vagoé enzim, amely elvagja a

s GSONA DNS-t a felismert szakaszon, pontos

7 Cleavage Pm’ helyen.

Target

Sm— Javitéotemplat olyan DNS-szakasz, amely
e =

:E ..FT mintat mutat a sejt javitéenzimeinek és

. amelyik szekvenciaja beépul az enzim altal
Donor DNA elvagott helyre

: Alkalmazasok:

e e — * Klonozas tetszbéleges bazisparnal kezdédéen, nem
o — csak ott, ahol restrikcios vagashely van.
New DNA . Névényekbe, allatokban végzett génmérnoki
Homology directed miuveletek
repair (HDR) - Emberi génhibak javitasa petesejtben
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Emlossejt kilonozé modszerek — hatarhigitasos kivalasztas

DNA  lipofectamine
. f /5
Spontan beépiilés kromoszomaba U U —b U —

vagy a MAR (Matrix Attachment el N Pl sdecton
Regions) adta lehetoségek
kihasznélésa. l 2~3 weeks

000 O
(Ol . . el el e e 0.. )
(=) e o ()

U e .. el ) : : : : :
.....' & o .... (=)

e e © SO O
Limiting dilution

(0.2 ~ 0.5 cells/well)

Hosszadalmas klénozas (0,5-1 év) / \ Single calony (0) Doutle calony (X

Olcs6 médium,

Magas genetikai stabilitas

L8| Expansion

Alacsony vagy kozepes hozam,

Sok klént kell atvizsgalni. ‘B%%M%g%
SR

g
Expansion
of selected Suspension
clones adaptation

R SRR S SRR Deck i -
1 AR KA RARS § A8 | 5 g 5 o (B S ARRARE BME Alkalmazott E (Westemblot) banking banking




Emiossejt klonozé modszerek - ClonePix

Cells plated into semi-solid medium Select your colonies based on the system’s automatic analysis and ranking

ClonePix picks

ClonePix images, analyzes
colonies

and ranks colonies

Clonal

Screen and select
colonies based on the
criteria you define

5 — 14 days

1 / 8 Secreting clone
i \ i
\ /8 o /% _ene._»
\/ o bfpﬂ[fa \ = 8[’ ) .
| ' e é | [ &'\_ “0 CloneDetect added
| Sy || @, |
,'.I I'-._\. 0 Ir} )_-/ 9"‘}:‘69 ;_. \ m“:ﬂ J/I \%"b ‘b
TN i “b \ & A Secreted proteins form
N v 3 l'"x g fluorescent precipitate

P 1L

R ‘ o : .
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Emlossejt klonozé modszerek

ExpiCHO rendszer:

Gyors megoldas,
Optimalt sejtvonal, tapoldat és rataplalas,

Magas hozam,

Draga médium,

Egy beszallito.

__ Seed celis
Ml e-a8xio0|
.I | gellgrmL |
% %
i h I\I_
'} ) h J
Gl Stock

- Ciluta calis to
|‘ 1 ook b | 1
cellss/mL |

| i i

J \ i
i !
F. % ]
e, -

LY

Coall Stock

Transfection
Culturs

-
[®
:I !
Plazmia Cpti-Pro
BMNA

.:'-.| |:-':.
B8 O

.
e

ExpiFectamineCHO Opti-Pro

Day -1 Geil Preparation

Day 0: Cell Preparation

Day 0: DMNA Dilution

-+
-
Fi ri
i Fl
Fl |
U U

|IExpiFactamineGHO Plasmig DA

6 87°C

i

DNASExpifectaming Tranefeciion
CHO Complex Culture

23
=
-

7 “32°

ExpiFectamineCHC | i
Ennancor |

= i '.‘
ExpiGHO ; L
Foad

Transfecticn
Culturs

Day O: ExpiFectaminalHT Dilutio
8 82°C
ExpiCHO W
Faod #2

Transfaciion
Cultura

Day 0: Compigsation Reaction

Day 0: Cell Tranafection

Day 1: Agoition of Enhancer &
Faad #1High Titer ang hax
Titar Protocols

Day 6: ExpiGHO Feed Addition #2
*For Max Tiar Protocol Onty
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MCB készitése

e

Primary seed PO P1

P2
bankampoule
1x20 ml/125 ml 1x20 ml/125 ml 1x30ml/125 ml
1 day 3 days 3 days
P3
P4 ———>
P5
2x30ml/125 ml
3 days 3x100 ml/500 ml
3 days

4x350 ml/2000 ml
3 days

rnd
= e L
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Lefagyasztas

1. A sejteket egy éjszakara -80°C—os fagyasztoba helyezzuk. A hités optimalis
sebessége 1-3 °C /perc.

2. A kovetkez6 napon a sejteket tartalmazoé fagyaszté edényt a folyékony
nitrogént tartalmazé taroléba helyezzuk.

3. Mind a folyadék fazisu (-196 °C), mind a gaz halmazallapotu nitrogén (-156 °C)
megfelelo hitést biztosit.




Felolvasztas (gyors)

A sejteket tartalmazé taroléedényt gyorsan olvasszuk ki 37 °C-os
vizfurdoben, kiméletes razatas kozben.

Amint a jégkristalyok kiolvadnak, a sejteket 6vatosan pipettazzuk at egy
eléomelegitett, komplett tenyésztdoldatot tartalmazé centrifugacsoébe.

A sejteket alacsony fordulatszamu centrifugalassal ulepitsuk, majd ontsuk
el a krioprezervativ anyagot tartalmazo feluliuszoét (ezek jelenlétében a
sejtek ugyanis torékenyek).

A sejteket 6vatosan reszuszpendaljuk a tenyészté médiumban,
meghatarozzuk a sejtszamot és az életképességet (viabilitast).

Mérjuk ki a sejteket a kivant szamban a megfelel6 tenyésztéedénybe. Az
inokulumban legalabb 3 x 10° é16 sejt/ml legyen.
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Sejtbank jellemzése

Tesztelési teruletek:
Azonossag igazolasa (expresszios szerkezet)
Tisztasag igazolasa (esetleges fert6zések)
Genetikai stabilitas (a terméket kédolé régidban)

A sejtek minoségét garantalé mindéségbiztositasi folyamat a
tenyésztés végeéig tart, u.i. a tenyésztés végén az
end-of-production/post production cells (EPC/PPC)

Is tesztelni kell.

Meg kell adni tovabba a hosszu idejl eltarthatésagot is.
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Sejtbankok tisztasaganak igazolasa

Altalanos sterilitas

Baktérium és gomba jelenléte
Mycoplasma:

Két modszer paralell hasznalata: folyékony taptalajba és agarba.
Kulso virusfertozés

Invitro assay indikator sejtvonallal

Invivo assay csirkeembridval tojasban
Retrovirus (ragcsalé sejtvonalaknal):

XC plaque assay

S*L- focus assay

Transmisszios elektromikroszkopia (TEM)

Reverztranszkriptaz enzim jelenlétének meérése

Product enhanced RT (PERT), Kulonleges enzimek
retrovirusokban, cDNA teszt PCR-al
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1 (A 4

Sejtbankok eldallitasa
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A sejtkulturak fenntartasa

« Médium:
s0, glukoz, esszencialis aminosavak, vitaminok, puffer, (fenolvoros

indikator, szérum, antibiotikum)

* Kornyezet:
— Homérséklet: 37°C
— Magas paratartalom
— 5% CO2
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Az emlos sejt tenyésztés tapoldatai

Tapoldatok: reprodukalni kell a természetes kornyezetet: ver, sejtkozti
folyadéek (sokkomponensi, draga)

Szénforras: glukéz (mint a vércukor), glutamin! — energia és N-forras.

A glutaminbdl a glutaminolizis folyamata soran szabadul fel az energia.
Ez az energia termelés az oxigén ellatottsag fuggvénye. A hibridoma és
tumor sejtekben nagyon intenziven folyik a glikolizis és a glutaminolizis

folyamata is.

15 - 20 féle aminosav, vitaminok, koenzimek, lipidek, asvanyi ionok
(0zmozis nyomas)
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C — forrasok hasznosulasa

Glutamine
NH: 4
Glu
Nucleic Acids akKG
BuPal oo R=BP sl i
I Pentose OAA
I G}‘l:'l'. I
Glucose—= —= GJE_EPH“TAP *—»- o—= Pyr —= —= AcCoA
=
ﬂ?ﬁ 1 Asp
* 1 \"“'Huﬂﬂc
P-Lipid Loctate Fatly Acid
Acids Protein
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Modositott Eagle médium (MEM)

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium

Component

INORGANIC SALTS

Calcium Chloride

Ferric Nitrate = 9H.0
Magnesium Sulfate (anhydrous)
Potassium Chloride

Sodium Bicarbonate

Sodium Chloride

sodium Phosphate Monobasic (anhydrous)
AMINO ACIDS

L-Arginine « HC|

1-Cystine « 2HCI

-Glutamine

Glycine a0

i-Histidine » HC| » H;O
L-Isoleucine

-Leucine

-Lysine = HC|
v-Methionine
-Phenylalanine
L-Serine
t-Threonine
L-Tryptophan

D5546
[1x] gL

0.2
0.0001
0.09767
0.4

3.7

6.4
0.109

0.084
0.0626
0.03
0.042
0.105
0.105
0.146
0.03
0.066
0.042
0.085
0.016

D5648
g/l

0.2
0.0001
0.09767
0.4

64
0.109

0.084
0.0626
0.584
0.03
0.042
0.105
0.105
0.146
0.03
0.066
0.042
0.095
0.016

L-Tyrosine = 2Na = 2H,0
-Valine |
VITAMINS

Choline Chloride
Folic Acid
myo-Inositol
Miacinamide
p-Pantothenic Acid (hemicalcium)
Pyridoxal = HCI
Pyridoxine * HCI
Riboflavin

Thiamine * HCI
OTHER

c-Glucose

HEPES

Phenol Red = Na
Pyruvic Acid = Na
ADD

Glucose

L-Glutamine

Sodium Bicarbonate

D5546
[1x] giL

0.10279
0.094

0.004
0.004
0.0072
0.004
0.004

0.004
0.0004
0.004

1.0

0.0159
0.11

0.584
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D5648
g/L

0.10379
0.094

0.004
0.004
0.0072
0.004
0.004
0.004

0.0004
0.004

4.5

0.0159

3.7
109



Szérummentes tapoldatok

SZERUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék jelenlétét is, e
nélkiil a legtobb sejtvonal elpusztul. Ujsziilott allatok (borju, csiko)
vérszérumaval biztositjak (5-15%). Komplex rendszer, az albumin
mellett sok szabalyoz6, serkento és gatlé faktort tartailmaz.

A szérum hatranyai:
— draga
— nehezen reprodukalhato, valtozé osszetétell
— fertozésveszeély (bakteriumok, virusok, prionok)
— ellenanyagok (immunfehérjék) lehetnek benne
— a fehérjék bonyolultabba teszik a céltermék kinyerését

Ezért torekednek a szérummentes, kémiai komponensekbol osszemeért
tapoldatok hasznalatara. CD — chemicaly defined. A szérum részleges
vagy teljes potlasara hidrofil polimerekkel pl. dextrannal prébalkoznak.

Néhany sejttipusra sikerult szintetikus médiumot kidolgozni.
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1 day

—

WCB vials (2x)

3 days

I.I| BTG e
'_:,J:J:E!lli:'nme RRPAERRR e

;E_i-;#:?znnnnznjﬂ!en_.:‘_. A aiar i L ERA P

Az upstream eljaras

3-4 days

PO

2x20ml /125 ml

=)

2x25

ml /125 ml

3-4 days 3-4 days
P1 :> P2 :> :>
P3

1x300 ml /1000 ml

3 x600ml/2000ml

Inoculum1 culture: cultivation and adaption in shake flasks

)

Inoculum?2
culture

3 days

s

N

Inoculum3
culture

2001

\_ Wy,

3 days

\

4 )
Production | 7.9days Midstream
fermentation processing
1000 |

J
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Tenyésztési modszerek osszehasonlitasa

Szakaszos (Batch): rossz produktivitas,
a sejtkoncetracio 1-2x10°6 sejt/ml, tenyésztés 3-5 nap

Fed-batch: gluk6z + aminosavak, 1-3 hét, nagyobb a produktivitas, mint
szakaszosban, de toxikus metabolitok felhalmozédasa hat a termelésre
és a termékmindségre.

Folytonos (perfuzids): sejtkoncentracié 3-5x107 sejt/ml, 6-8 hét, termék is
koncentraltabb, a szukséges reaktortérfogat a szakaszosnak csak 1%-a.

JO szubsztrat ellatottsag, és jo a toxikus metabolitok eltavolitasanak
lehetosége.

A reaktor és modszer kivalasztasa az alapjan torténik, hogy mennyi a
szukséges termék mennyiség:

rEPO: 100ug/dézis — forgo palack, kisebb reaktor (microcarrier)
rtPA: 100mg/ dozis = fermentor
Mab: 100 — 500 mg/ dézis » fermentor
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MADb termelési technologiak

Number of Viable Cells

Culture Time (d)

TOO -
= 9 4--8-4-9-6-9-9
y 5, 500 -
o E
1]
=
: =]
[ &}
=== Batch 0
=
= = =d-hatch
._;_-.=.—-"'='3-""'"" - =@==Perfusion
: T T T T T T T 1 {:I "'3‘.-'_
0 2 4 & 8 10 12 14 16 o
Culture Time (d)
Product Mass
3000 -
amge Fod-batch (Final vol 1 L) =
2500 - i
—a—Perfusion (1 L/day) o
e 2000 w Baitch (1 L) rg_u"
o =
0 1500 o
£ -
O 1000 - "
< -
500 v
?_J-'"
D '-":\:‘“-HTJTF; - T T T T T T T 1
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Antibody Titre

o==RBatch
== Fed-batch

o= Pearfusion

4 G a8 10 12 14 16
Culture Time (d)

Perfusion : 2600 mg
Fed-Batch : 620 mg
Batch : 180 mg

Tanszek
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Novekvo titerek, csokkeno COG

o

Improving Titres — MAbs (Bulk API)

il

!
s Titre Improvements £ Bioreactors
* Important cost berefits as S A :
titres go bayonc 1g/L e N Estimate of CoG based on
B Thesa diniinieh 55 W o T standard MAD process for
beyond Sa/L B N bulk drug substance
C g w-
1 Beyond 5g/L § '
* Downstream cost dominates )

# In this example the plateau
is just under $100/g

1 Challenge in DSP
# Bioreactors dacreasa in size?
# (Cope with increased titres - —
# MNeed toc drive out costs il i i
»

Implications for facility
design Resuts from: Biopharm Senvices Generic MAL cost moce]

Titre fgal)

Bulk APL Direct manufacturing costs

"& & uaiversal cost model for single wse systzms in biomanufacturng. 114
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Tenyésztési modszerek: Folyamatos tenyésztés

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyésztés
Rataplalassal kb. 3 naponta 3 x 110 liter,

Elvétel nélkul

Betaplalt térfogat kb. 3x120 liter

Tapoldat tank
400 L

Tenyésztés
indul 600
literrol

1000 L bioreaktor
(munkatérf.)
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Egy 1000 literes Fed-batch technolégia tipikus adatai

...............................................................................................................................................

.~ 60-80 | (initial volume/10) The inoculum3 culture is transferred:
.into the production bioreactor to reach a seeding density of '

0.4-0.6x10° cells/ml.

Frequent at-line measurement, manual addition according the:

.calculated consumption rate

EEvSTee
‘parameters:

- Temperature set point: 37 °C, pH set point: 7.15, Stirring speed::
:40-60 rpm, DO, set point: 40%, head space pressure: 0-50 mbar

............................................................................................................................................
.........................................................................................................................................
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Tenyésztési modszerek: Folyamatos tenyésztés

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyésztés
folyamatos atfolyassal, sejtvisszatartassal, vagy sejt és termék
visszatartassal.

Higitasi sebesség: 0.6 - 2.0 / nap

/ \ / A\ \
)
| Gyiijto-
Tapoldat tagnk Visszatarté tasr:>al'ly
4000 L egység
1000 liter
\_ ) 250 L bioreaktor \ y
N J
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Sejtvisszatartasos és sejt + termék visszatartasos
perfuziés technolégiak

- Lawel |
Control
Fluid Inlet ’ b(
' ‘ il e
Addition T i
1 .
uml:b_ i Filtrate
Pump
_} Filtrate
‘ HF or Screen Module
Housirg
& .
@r Diaphragm
.-'—.I...._—'-_I
l:1- l-—' .-_.. .;l.' .|. i i
ATF- “mwwre Controller

Pump
ATF: Alternating tangential filtration
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Tenyésztoedenyek kitapadé emlos sejtekhez (2D)

 Petri-csészék
 Tobblyuku lemezek (plate)
« T-flaskak (tissue)

* Multitray

Roller bottle — forg6 palack
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Roller bottle — forgé palackok

Mianyag (eldobhato) és uveg is,
uveg: 1-10 I, hasznos térfogat:
0,1-1,51, 1-4 rpm, inkubator
szekrényben vagy szobaban,
szuszpenzios és tapados
tenyésztésre is jo.

Tenyésztés ~7 napig, utana lefejtés
- proteazos kezeléssel a sejt
szuszpenzidba viheto.

Olcsé, de munkaigényes, ha tobb
szaz palackot kell kezelni.
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Microcarrierek

Kis, gombolyl részecskék

100-200 mikrométeres atméro,

1,04 g/ml siriség

- elektrosztatikus vagy van der Waals
erok kapcsoljak a sejteket

* Dextranrészecskék befedve

DEAE (diethylaminoethyl)
molekulakkal

 2-3 g/lit. carrier koncentracio => 2-3
x 106 cell/ml

Inokulalasi
[tapadasi fazis
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Tenyésztoedéenyek nem-kitapado emlos sejtekhez (3D)

Shake flask - Razott lombik

Spinner flask

Rociaiad) ll'-l._. e AL
¥ e :




Minibioreaktorok mikrobialis és emlos sejtekhez

12 ml

Egyedi homérséklet, pH, DO, pCO2, keverés szabalyozassal,
automatikus mintavételezés

200 ml

J 7] -
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b
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Tenyésztoedények emlos sejtekhez

2 literes emlos sejthez
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Léptéeknovelés 1000 literre
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Léptéeknovelés 10 000 literre




Egyszer hasznalatos bioreaktorok

Wave Bioreactor HyClone S.U.B.
Advantages: =

- No CIP/SIP required

- Quick turnaround time
- Lower fixed costs

- Increased flexibility

- Reduced cleaning validation Courtesy of Wave Biotech, LLC ———r—
- Faster procurement & implementation Xcellerex XDR

Disadvantages:
- Scaling issues
- Heavy reliance on suppliers for consumables
- Most systems still require the use of
traditional (non-disposable) probes

Courtesy of Xcellerex, Inc. Callaboration

Process Development
Engineering
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Egyszer hasznalatos bioreaktorok

sartorius

birolech

CultiBag STR 200L Bag Holder: Easy and Efficient

Holder Design:

» Disconnectable from control tower to
allow connection spare bagholder skid

— no time loss due to bag preparation,
harvesting, further process steps

— very low operational downtime of
equipment

» Opening for harvesting port at lowest
point

» Double door for easy installation bag
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Egyszer hasznalatos bioreaktorok

Permanent
stainless steal
support Vessel
(up to 1000 lit.)

Single-Use
Bioreactor
bag

B Animation Thermo Fisher_NE
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A keveroszar behelyezése
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Egyszer hasznalatos bioreaktorok

Line | Description

1..4 | Multi port fitment - Can be usod for: Supplemont addition,
Gas exhaust/Foam trap assembly inlet, pH regulation inlet,
Cell culture Media or Cell addition, ...

3..8 | Multi port fitment - Can be used for: Component addition
inlet, Coll culture Madia or Cell addition, Gas inlet, ...

9 | Disposable bioreactor bag (ADCF barrier film)
10 | Sampling exit
11 | Perfusion connection/Extra sampling connection

12 | Connection for pH, T or DO probe with sterile Kleonpak con-
nector

13 | Sensing probe assembly to be connected to (12) by Kleenpak
counterpart

14 | Easy drain connector

15 | Micro or macro-sparging unit

16 | Paddle mixing stick surrounded by sleavo
17 | Gas inlet through sparging unit
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Eldobhatdé down-stream eszkozok

s H'—+++H~F-FH++~+F:!.'ﬂ.T".E pisilcc
i 1| EARRRARAR AR | o e om




Flexel” 3D Bag Modular Palletank®™ System

Specifications

Material: Stainless Steel
304L
Surace Finish: Bad Blasted
Volumes: 100|200 L, 500 L,
1,000 L
Dimensions
TU{I|EDDL 792592 720 mm
(31.2"%23.3" =« 28.3")
500 L 1192 =792 = 856 mm
(46.9" % 31.2" x33.7")
1,000 L 1192x992 % 12355 mm
(46.9" %« 39.1" x 48.6")
Stack ability
100L|200L 3x
Description Flexibility 500 L 2
The Modular Palletank® Systems are stainless Each Palletank® includes an integrated pallet
steel containers designed for the safe and base that allows easy carriage by pallet-jack 1.000 L not to be stacked
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Egyszerhasznalatos steril csatlakozok

Steril konnektorok gyors és biztos kapcsolatot teremtenek két edény

k6z6tt, és az attoltés az edények kozott megtérténhet.

[wapdoze.com]Kleenpak-Sterile-Connectors (1).mp4
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Vége az elso résznek

Koszonom a figyelmet!
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