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Gyogyaszati jelentdségl rekombinans DNS termékek eldallitasa
Maximalisan Uzleti aapon zgjlik a dontés meghozatala. Profitot kell hoznia az ejarasnak, ezért
feleg nem atudomany szépsege vezeti a dontéshozdkat. A megfontolandd problémak és teenddk
az aabbiak:
1. Piaci helyzet felmérése
betegdlomany
van-e mé&r gyogyszer?
havan, akkor mennyivel jobb az rDNS termék, mint a megleve ? mennyi kell bels1e?
mennyibe kerlll egy kezelés?
2. Biologiai problémak
mérhete -e a hatas, az aktivitas (kbnnyen, in vitro vagy ex vivo rendszerben)
mi az Osszefliggés a bioldgiai aktivités és a szerkezet kozott? kil és sebessége (TPA!, )
3. Fehérje-kémiai problémak
mennyire bonyolult a természetes térszerkezet kialakitésa (-S-Shidak)?
glikozilezett-e az anyag?
érdemes-e fUzi6s fehérjét csindni?
o mennyire bonyolult akinyerés, tisztitas?
0 egydtdan: ANALITIKA
4. Genetika

ismert-e a szekvencia?
van-e bdséges MRNS forrés?
a 3. pont alapjan miben kell expresszani?

5. Méretnagyitas GMP €l dirasok!
Biztonsagtechnikai el8irasok betartésa, PR munka

6. Gyogyszer biztonsagi vizsgal atok:
GLP e« irasok betartésal

7. Formulézas kisérletek

8. Klinikai kisérletek, engedélyeztetés

Részletezés

1. Piaci helyzet felmérése
betegdlomany:
van-e elég sok beteg a vildgban (orphan stétusz) kipréba hato-e gyorsan klinikan?
van-e mé&r gyogyszer?



szintetikus eredet(l, egyéb természetes forrasbdl szarmazd (sztreptokinaz, lazac
kalcitonin, oszteochin)
ha van, akkor mennyivel jobb az rDNS termék, mint a megleve ?
mi az el* nye? (specifikusabb hatés, kisebb mellékhatas
nincs fertdzésveszély (névekedési hormon probl.)
mennyi kell beldle?
[ényeges kérdés, hogy milyen mennyiséget kell el dlitani (alfal-antitripszinbe |
kandlla kellene a betegbe télteni az anyagot)
mennyibe kerll egy kezelés?
[ényeges kérdés, hogy kifizetik-e a betegbiztositd cegek, lesz-e rafizete képes
keredet
Ez mind a tudomanyos orvosi marketing tevékenység témga

2. Biologiai problémak
mérhete -e a hatés, aktivitas (kdnnyen, in vitro vagy ex vivo rendszerben)
mi az Osszefliggés a bioldgiai aktivités és a szerkezet kdzott?
lehet-e valtoztatni a szerkezeten (gyakorlati célokbdl, a hatés elvesztése nélkl)
kiUrulés sebessége { TPA!, dfal-antitripszin)
ez is sorolhat6 a szerkezeti problémakhoz (glikozilezettseg és kilrilési sebesség
Osszefliggése)
3. Fehérje-kémiai problémak
mennyire bonyolult a természetes térszerkezet kiaakitésa (-S-S- hidak)?
TPA-nd szinte végtelen lehete ség, ebbdl csak egy j6
glikozilezett-e az anyag?
haigen, j6-e az nekink? (TPA, antitripszin, EPO) a glikozilezést miben lehet
megcsindni (éleszte, emlds segjtvonalak, egyéb sgjtek, pl. rovarvonalak,
baculovirus, tejele dlatok teje, sth.)
érdemes-e fUzios fehérjét csindni?
mennyire bonyolult a kinyerés, tisztitas?
anditika: van-e megfeleld modszer, érzékenység, szelektivités, immunanalitika
(immunogén-€?)

4. Genetika

ismert-e a szekvencia?

van-e be séges MRNS forrés?

a 3. pont alapjan miben kell expresszdni?
5. Méretnagyitas

GMP eldirasokl

Biztonsagtechnikai el«irasok betartésa, PR munka
6. Gyogyszerbiztonsagi vizsgal atok

GLP €eldirasok betartasal

7. Formulézas (gyégyszertechnolégiai) kisérletek
Posztranszl aci 6s médositasok



Nativ forma el6dllitdsa
Glikozilezettség
Transzgénikus dlatok teje

8. Klinikai kisérletek, engeddlyeztetés

Elsd fézis: kis létszamu (10-20 f8) nem beteg dnkéntesen tdrténd kiprobalas. Egyetlen
koérhazban. Célja: a gyégyszer farmakokinetikganak megismerése

Masodik fézis: az elsb fazis sikeres |ezarasa utén a szer kiprébal ésa betegeken. Kis
[étszamU (10-20), egyetlen korhézban, ahol GLP eldirdsoknak eleget tesznek. Cé: a szer
gy6gyit6 hatasanak bizonyitasa.

Harmadik fazis: nagylétszamu betgen (100-1000) térténd kiprobdlas, legaldbb hat

kil 6nb6z6 korhazban. Kettds vak: sem a beteg, sem a kutatad-orvos nem tudja, hogy Ki
kap szert és ki kap placebot. Cél: a szer jobb, mint az eddig alkalmazott szerek.Sikeres
tesztel és utan a szer beadhatd engedélyeztetésre.

Negyedik fézis: piacra kerllés uténi vizsgalatok: a dézis pontositésa, mellékhatasok
Osszegy(jtése és a nem prognosztizalt terapias hatasok.

Konkrét rekombinans termékek eldallitasa

A kovetkezd fejezetben harom rekombinans termék: TPA, EPO, afal-antitripszin klonozasanak
részleteit ismertetjik szakirodalom aapjan. Ezek a fehérjék emlds szervezetek hatdanyaga, génjik
szerkezete bonyolult, gyégyszerként alkalmazhatéak.

TPA: human szbveti plazminogén aktivator

A fibrinolizis végso |épésében jatszik szerepet: fibrin (fibrinrdgok) jelenlétében specifikusan
aktivdlja a plazmint (plazminogén-plazmin étalakulést), ezdltal feloldja afibrinrdgot. Rendkival
nagy jelentdsége van az infarktusos betegek kezel ésében. Léteztek régebben is gyogyszerek erre a
célra, de a TPA aktivitasa sokkal specifikusabb, mint az urokinézé vagy a sztreptokinazé (pioca,
méh). Aktivitasa mérhete . Glikoprotein, és ez okozott, okoz problémékat a rekombinans termék
tervezésében és el 6dllitasaban.

Mérete: 527 aminosav, molekulastlya kb. 70000 Dalton.

A maban termele dik, és a mgjban vannak olyan receptorok, amelyek pillanatok aatt kiszedik a
vérbdl a bejuttatott TPA-t. Ezért sokat kell bejuttatni a szervezetbe, ennek kovetkeztében
aspecifikus vérzéseket is okoz (katéteren keresztiil kellene aroghoz juttatni). A glikozilett formgja
aktiv igazan, de a glikozilezés az okozdja annak is, hogy gyorsan kilril a szervezetbel. A
glikozilezés miatt emlds sejtvonalban kell elGdlitani. Olyan mutans expresszi6s rendszerek
(gazdak) kidolgozésan faradoznak, amelyekbdl azok a glikozilezési helyek hianyoznak, amelyekre |
két feltételt vélnek igaznak: 1/ nem szilkséges a biolégiai aktivitashoz; 2/ amgjban leve

receptorok ennek alapjan szdrik ki a véraramboal.

A termék elGdllitédsanal az is problémat jelent, hogy elég nehezen veszi fel a nativ konformécidt, a
sok kénhid millionyi kombinacios lehetdsége miatt. Nehez tisztitani.

A fenti okok miatt dréga egy kezelés (2500 USD kordl).

Mivel nagy molekula, ezért nem érdemes fUizi s fehérje form§ aban el« dlitani. A szekvenciama
mar természetesen ismert. A klinikai vizsgdatokat félbe kellett szakitani, mert maguk a vizsga atot

végze orvosok etikétlannak tartottak, hogy a kontroll kezelést kapott betegek k6zott mennyivel
nagyobb a haldozas arany.



Alfa-1-antitripszin

M§ eredet( szérum proteéz inhibitor, a véraramban taldhat6. A neutrofil elasztéz nev( enzimet

gatolja, amely a szerkezeti fehérjéket hidralizalja. Alacsony szintje felboritja a tiidoben a protedz-
antiprotedz egyensulyt, ennek kdvetkezmenye a krénikus tide emfizéma, Mérete: 394 aminosav,

53 000 dalton. Glikozilezve van

Gyerekeknél majbetegséget okozhat arossz gén alfa-1-antitripszin gén. Kisebb a betegéllomany
mint az els ze két molekuldndl. Ezért az el allitd cégek az Ugynevezett orphan drug statuszért
folyamodtak. Nagyon sok kell belele (2 mg/kg/perc infuzidban).
Elvi 1épések
1. Az rDNStechnikaval feldusitando fehérje izolaldsa természetes forrashdl
A fehérje egy-két része aminosav szekvencigjdnak meghatérozésa
Az aminosav szekvencia aapjan oligonukleotidok szintézise (degeneraciol)
MRNS izoldas (halehet, maximdisan dusitva a kivant mRNS-ben)
Antitest készités az izoldt fehérjével, mérési, kimutatas eljaras kidolgozasa

o g bk 0w DN

Innen tobb variécio iétezik

MRNS frakciond s, karmoshbéka pete vizsgalat

cDNS kléntér készités, majd hibridizaas a probaval

differencid-hibridizalas

genomidlis gén izoldésa

gén izoldasa PCR-rel
7. Azizoldt gén klbnozésa alehetd legegyszer(bb, legstabilabb szerkezetli plazmidban (pl.
pBR322).

8. Az dezetesismeretek aapjan kivalasztjuk azt a rendszert, amelyben expresszalni akarunk,
majd annak megfelele expresszios vektort készitlink { szubklénozas).

9. Expresszios kisérletek, ezek alapjan a gén esetleges modositésa
10. Eldlités nagy mennyiségben (GMP, rDNS kornyezetvédelem)

11. Preklinikai vizsgdatok { GLP!) { milyen dlatban, milyen médszerrel, mi a hatéség
véleménye; case by case aapon déntenek még az USA ban is)

12. Klinikai vizsgélatok, gyogyszerforma kidolgozésa

EPO: Eritropoietin

Ere sen glikozilezett fehérje, az eritrocitak termele dését szabdlyozza. A felne tt emberek vesdében
keletkezik. A veseproblémak miatt fellépe vérszegénység igen gyakran alecsokkent EPO szint
kovetkezmenye. Nagyjelents ségll alkalmazasi terlilete a mivesekezel ést kapott betegek, akiknek a
kezel és vérszegénységet okoz. Molekulastlya 35 000 dalton. Ebbe | a 166 aminosavbdl d16
polipeptid lanc 18800 dalton. A tdbbi cukorszarmazék. Csak a glikozilezett forma aktiv, ésa
felezés idge is sokkal hosszabb { proteolitikus bomlast megakaddyozza), és az sem mindegy,
hogy milyen emle s sgjitvonalban dlitjak el , mert csak az N-glikozilezés helye { Asn-X Ser/Thr)
dlandod, de az nem, hogy erre egyes segjitek milyen cukorszarmazékot aggatnak. Ez is dréga
molekula.



ERITROPOIETIN eldallitasa

1. EPO tisztitas, monoklondlis antitest készités

Vizeletbe | tisztitottak EPO-t { korl&tozott mennyiségben, nem is tul tiszta @lapotban), majd
megprobdtak immunizétni vele. Gyenge immunogen! Kevés éllat reagét ra. Nehezen tudtak
hibridoma sejtet késziteni vele, de végul sikertlt. Lehet tisztitani, mérni az EPO-t.

2. KIonozas, expresszio

Négy kilonbdzd cég (NY U School of Medicine, Amgen, Genetics Institute, Kyoto Egyetem)
négy kulénbodze megoldéssal klbnozta a gént.

1. NYU School of Medicine

al mMRNS izoldas magas EPO tartalma vesetumorszdvetbe |, in vitro transzlacio nydl retikulocita
lizatumban, immunprecipitécio antitesttel

b/ az izoldt MRNS-be | cDNS kényvtér készités { E. coli-ban), hibridizacié az in vitro transzlacio
és méret aapjan szelektdlt mRNS frakcidvai

¢/ gyanus pBR322 b-laktaméaz-EPO fizibs fehérje készités, amit EPO monoklondlis antitesttel ki
|ehetett mutatni

2. Amgen
al EPO tisztités vizeletbe |, triptikus emésztés, aminosav szekvend és.
b/ prébakeverék készités kémiai DNS szintézissel.
EpV=Va - Asn-Phe-Tyr - Ala- Trp - Lys
3 CAATTGAAGATGCGAACCTT S

TAA A T
G GC C

EpQ=GIn-Pro-Trp-Giu-Pro-Leu3 GTT GGA ACCCTT CGA GA 5
CT CTAG GC C
Két db 128 tagu oligonukleotid keverék

¢/ Human genomidlis DNS-b8l lambda fagban készitettek kdnyvtarat, majd a tarfoltokat (1 500
000) a probakeverékekkel hibridizaltak. Csak 4 tarfolt hibridizalt mindkét probaval. Kivaasztottak
azt, amely a komplett EPO gént tartalmazta.

d/ pDVSL nevi emle svektorba klénoztak az EPO gént (dihidrofolét reduktaz marker), 5V40
késsi promoter mogé, CHO sejthen expresszaltak.

e/ megadték a gén szekvencigjét, szerkezetét.

3. Genetics | nstitute

al EPO tisztités (10 mg), triptikus emésztés, szekvendlas b/ Masik két oligonukleotid
prébakeverék készités (17 tagu, 32-szeres degeneraltsag,18 tagu,128-szoros degenerdltsag).
c/genomidlis lambda konyvtér készités, azt a klont vaasztjdk, amely mindegyik probaval hibridiza
(DNS szekvend &s).



d/ agenomidis klonnal végzett hibridizalassal egy kb 1600 bazis méretl mRNS-t izoldtak, illetve
cDNS konyvtéarbdl izoldltak a megfelele cDNS-.

el acDNS-t isexpresszalni |ehetett COS segjtekben, EPO aktivitas kel etkezésével.
f/ akimutatast monoklondlis antitestekkel vegeztek.

o/ akeletkeze termék molekulastlyat gélelfoval elene rizték, ebbe | kiderllt, hogy glikozilezett
termék keletkezett.

4. Kyoto egyetem
Ok mér ismerték az elddok munkajét!

al Triptikus EPO peptideket készitettek, de csak egyetlen 30 taguioligoval vizsgdltak & egy
magzati mabdl sz&rmazd lambda kldntéarat. Harom pozitiv tarfoltot kaptak.

b/ avektor egy long terminal repeat-et tartalmaz transzkripcios promoterként, majd a Tn5
transzpozonbdl szarmazd Neo gént (G418 rezisztencia alapjan lehet a transzformansokat
szelektani).

c/ BHK és 3T3 sgjtekben expresszalték.
d/ immunaffinités-kromatogréfidval tisztitottak az EPO-t, nagy tisztasigban, j6 kinyeréssel.

e/ akét sgitvonalban termelt EPO-nak azonos az aminosav szekvencidja, de mas amolsilya és az
aktivitésa, jelezve, hogy a glikozilezettségben eltrének. Megdllapitotték, hogy ha cstkken a
cukorrész szidlsav tartalma, akkor ne az fn vitro mérhete aktivités.

5. Hogyan csindlnank ma?

Az ismert szekvencia alapjan a gén két végérdl oligo szintézis (az oligok restrikcios hasitas
helyeket is tartalmaznak a klonozashoz).

MRNS tisztitas

PCR

Klonozas klonozo vektorba

Szubklénozas expresszi 6s vektorba

Helyspecifikus mutagenezis az expresszio maximalizalésara
Expresszio emlds sejtvonalban (egészen 20 m’-ben)

Tisztitas immunaffinités vagy biomimetikus kromatografiaval
Preklinikai ésklinikai vizsgalatok, regisztracio
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