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REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA — |

A rekombinans fehérjék gyartasanak kifejlesztése:
I. A térzs kialakitasa
1) A molekula megismerése (aminosavsorrend, szénhidratok)
Glikozilalas
2) Megfelel6 analitika kidolgozéasa
3) Dontés a gazdaszervezetrdl és a vektorrol
4) Kodonoptimélas
5) A génszerelvény 6sszeallitdsa (promoéterek, operatorok,
célgén, kisérd fehérjék, terminator)
6) Klonozas, expresszid, szelekcié — RCB |étrehozasa
1. Technolégia kialakitasa

1) Upstream optimalas (fermentaci6s kériilmények)
2) Downstream optimalas (végtermék izolalasa)
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Rekombinans fehérjék gyartasa 1.

1. A fehérje molekula megismerése

» Az aminosav sorrend elemzés (MS — MS)
> A glikozilaciés mintazat elemzése (MS — MS)

» A masodlagos/harmadlagos szerkezet felderitése
(legalabb a diszulfid hidak), (Rontgen-krisztallografia)

» Domén-szerkezet, természetes érési/aktivalasi Utvonal

> Aktivald/inaktivalé hatasok, bomlékonyséag
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2. Analitikai médszerek kidolgozasa

» Az analitika a ,szemink”, amivel kdvethetjik a fejlesztés
minden Iépését

» Ha nincs j6 analitika az elején, akkor késén dertilnek ki a
hibak — buktuk az egész addigi munkat.

Lehet:
» Szerkezeti: - enzimmel célzottan feldaraboljuk a fehérjét
és a kis peptideket HPLC-vel vizsgaljuk
- MS-MS
» Aktivitasi: immunanalitikék
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Példa: inzulin analitika

A rekombinans inzulin azonositasa (azonos-e mindenben a hu-
mannal):

Kémiai analizis: HPLC
> egészben
» enzimesen (V8 proteaz) étfelé hasitva (fingerprin-
ting)
» aminosav-analizis (teljes hidrolizis utan)
Bioldgiai hatas: - vércukorszint cs6kkenés nyulban (lassu, draga)

Immunanalizis: - reakcié specifikus ellenanyagokkal
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Rekombinans fehérjék gyartasa 1.

3. A gazdaszervezet kivalasztasa

Lehet:
» Prokariétakkal (baktériumokkal)
— Kbénnyen, gyorsan szaporithatok, olcsé taptalaj, de:
— a termék sokszor intracellularis (zarvanytest), és nincs
_ poszttranszlacios modifikacio (glikozilalas, metilezés)
» Elesztokkel
— Gyors szaporodas, j6 hozam, olcs6 taptalaj, de:
— eltérd glikozilaciés mintazat, nem mindig aktiv a termék
> allati sejttenyészettel
— LassU szaporodas, draga tapoldat, kényes fermentacio,
kisebb koncentracio, de:
— termék biztosan biolégiailag aktiv.

3. Gazdaszervezetek 6sszehasonlitasa
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3. Gazdaszervezetek 6sszehasonlitasa

Minél komplexebb a célfehérje, annal fejlettebb gazdasejtet kell
valasztani.

A dazdaszervezet
Osgzetettsége

Tr. névény v. allat

Emlés sejt

Rovar sejt

A fehérjetermék
osszetettsége

&
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Rekombinans fehérjék gyartasa 1.

3. A gazdaszervezet kivalasztasa

A jelenleg jovahagyott technol6gidk 95%-a ezt a harom gazda-
szervezetet hasznalja:

E. coli S. cerevisiae Chinese Hamster
Ovary (CHO)
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3/1 Glikozilalas

Az eukariota szervezetek kilonbdzé szénhidrat-mintazatokat
hoznak létre:

Baktériumok: nincs Eleszt6k: sok mannoz egység

Rovarok: rovid, fukozilalt EmIGs sejtek: komplex ,kétagu”
Novényi sejtek: fukozilalt és xilozilalt
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A glikozilalas tipusai

A cukorrészek az aminosav lanc elkészilte utan kerlinek ra
a molekulara. Ez csak bizonyos funkciés csoporttal rendel-
kez6é aminosavakon lehetséges:

> N-glikozildlas - az Asn-X-Ser/Thr/Cys aminosav-
harmas nitrogénjén, ahol X barmely aminosav lehet.

» O-glikozilalas — Ser vagy Thr-on.

A két glikozilalas mas biokémiai mechanizmussal térténik,
mas helyen a sejten belll.

&3 Elelmi any Tanszék

N- és O-glikozilacié

A rucose *¢

@ sialicAcid O-glycans

') Galactose
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N-glycans

") GalNAc
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lumen/
extracellular

% cytosol ‘

N-glikozilalas

A fehérjékben eléforduld Asn-X-Ser/Thr egységeknek mint-
egy kétharmad részéhez kapcsolddik cukorrész. A tovabbi-
ak sztérikus okok vagy az X aminosav savas jellege miatt
fedetlenek maradnak.

A fehérjék szénhidrat részeik kialakulasa soran hosszu utat
tesznek meg a sejten belll. A riboszémarél az ER lumen-
jébe kerlilnek, onnan transzport vezikuldkban végig halad-
nak a Golgi komplex cisz-, médium- és transz rétegein és
csak ezutan kerllnek a felhasznalasi helyiikre.

Az Gtvonal minden allomasan lokalizalt enzimek végeznek
egy-egy atalakitast az oligoszacharidokon.

&3 Elelmi any Tanszék
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Az N-glikozilalasi I1épés

Maga a glikozildlas az endoplamas retikulum membranja-
nak belsé oldalan térténik, ott, ahol a membran fellletén
kotott riboszoma egy
transzlokonon keresz- [% s
tll ,betolja” a fehérje- @ - memose
lancot alumen térbe. @ -receysucosomne
A megfelelé aminosav-
harmas felbukkanasa
esetén egy OST = oli-
goszacharil-transzferaz
enzim helyezi at a 14-
oligoszacharidot a do-
licholrél a fehérjére.
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N-glikozilalas

Az N-glikozilalas soran el6szér egy 14 cukoregységbdl allo
szerkezet alakul ki, az ER membranjaba horgonyozott doli-
chol (19 tagu poli-izoprénil pirofoszfat) templaton. Ez tevé-
dik at a fehérjére és soklépéses érési folyamat eredménye-
képpen jon létre a végs6, komplex forma.

© Galactose (Gal)

[0 N-Acetylgalactosamine (GalNAc)
[ Galactosamine (GalN)

@ Glucose (Gic)

W N-Acetylglucosamine (GIcNAc)
A Fucose Fuo)

@ Mannose (Man)

[E N-Acetylmannosamine (ManNAg)
. N-Acetylneuraminic acid (Neu5Ac GlegMangGlcNAco

P-P-Dolichol
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A 14-oligoszacharid bioszintézise

Az elsé hét egység beéplilése az ER kulsé fellletén torténik,
aztan ,befordul” a lumenbe és ott folytatodik.
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Reakciok a Golgi komplexben

A bemutatott f6 szintézisit végén a galakitéz lancvégi oli-
goszacharidok sokféleképpen ,dekoralhaték” tovabb:

o_Ser/
. gz Thr

O-glikozilalas Extonded @05 ~pupgpa

a3
Az O-glikoziladlasok egész mas S0,
mechanizmussal mennek vég- 02 4

be. A kész fehérjelanc megfe- B sor
~ .z - Extended N Thr
lel6 OH csoportjara egyenként “core o il h v

kapcsolédnak a cukrok UDP-
aktivalt formaban. Az alap ez
esetben az N-acetil-galakt6z-
amin koétése és ehhez kapcso-  gxended
l6dik egy galakt6z és/vagy egy  core3
N-acetil-glikézamin. Erre az
elagazé triszacharidra épulhet
még sokféle, valtozatos felépi-
tési cukor. Wl

Extended a Ser/
core 4 s
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Példa: az EPO harmadlagos szerkezete

... 4 antiparalel lefutast a-hélixbél all:
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4. Kodon optimalas

A genetikai kéd redundans, egy aminosavat tébb (2,4,6) triplett
is kodol. Nem mindegy, melyiket hasznaljuk, a szintézis sebes-
ségét befolyasolja:

> A tRNS-ek képiaszama és illeszkedése
> A mRNS legyen stabil és ne képezzen hurkokat
» A DNS szalak kdnny( szétvalasztasa (G+C arany)

Ez minden gazdara méas és mas. Erre specializal6dott cégek
szoftverekkel optimalnak.

Tanszék

5. A konstrukcié megtervezése

A célgén koré megtervezett vagasi helyekkel ,.expressziés ka-
zettat” épitenek:
promoter-operator-célgén-terminator

‘ T7 promoter

‘ HUG-CSF ‘

PET vector

Példa: az Ndel enzim vagashelye (CA|TATG) megegyezik a me-
tionin kédjaval (ATG), a bacifehérjék elsé aminosavaval

6. Génmanipulacié

1. Az optimalt bazissorrendli DNS-t erre specializalt cégekkel
szintetizaltatjak.

2. Kétszaluva alakitjak
3. Felszaporitjak PCR-rel

4. Beépitik a kivalasztott vektorba (eukariéta host esetén inga-
26 vektor)

5. Génbevitel
6. Expresszio, szelekcid

Tanszék
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7. Sejtbankok

A fejlesztések, a termelések, a klinikai kezelések stabil ismétel-
hetéségének alapja az azonos és valtozatlan képességi sejtek
biztositasa. Ezt a sejtbankok Iétrehozasaval oldjak meg.
Egyetlen sejtbél indulnak ki, minimalis osztédas (néhany gene-
racio) utan kis tételekbe szétosztjak a tenyé-
szetet, majd -180 °C -on taroljak.
A cél: a tulajdonsagok megérzése
(ne legyen mutacio, virus- vagy plazmidferts-
zés, eloregedés).
Torténete és a vizsgélatok j6l dokumentaltak
legyenek. 1150 db ~ 504
Evente néhany ampullat tjra megvizsgalnak. A /B
000000 000000

300 db}

)

Rekombinans fehérjék gyartasa 1.

)
Bioteshnolégia &5 Elelmi Quality Quality
= control control

7. Sejtbankok

Research Cell Bank (RCB):
A szelekci6 utan a legjobb vonalat (+ egy tartalék) taroljak.
Célja, hogy a kdévetkez6 fejlesztések mindig azonos tenyészettel

indulhassanak.

7. Sejtbankok

Master Cell Bank (MCB)

Az RCB-bél indul ki, a cél azonos mint RCB-nél, de GMP-ben
készitett, nagyon alaposan karakterizalt (GLP médszerek,
tébb mint 50 féle vizsgalat), j6| dokumentalt és tarolt (GMP)
tenyészet. Az engedélyekhez a dokumentaciot mellékelni kell.
Olyan érték, hogy tébb tavoli helyen taroljak.

Working Cell Bank (WCB)
Az MCB-bél indul ki, célja, hogy az tizemi termeléshez mindig
azonos oltéanyagot biztositson. Ezt is ellendrizni kell.

Biotechnol &5 Elelmi Tanszék
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