Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA — 11/1

A rekombinans fehérjék gyartasanak kifejlesztése:

I. A torzs kialakitasa
1) A molekula megismerése (aminosav sorrend, glikozilalas)
2) Megfeleld analitika kidolgozasa
3) Dontés a gazdaszervezetrdl és a vektorrol
4) Kodonoptimalas
5) A génszerelvény osszedllitasa (promoterek, operatorok, célgén, kisér6 fehérjék,
terminator)
Klénozas, expresszi6, szelekcio
Sejtbankok létrehozasa

6
7

. Technoldgia kialakitasa

1) Upstream optimalas (fermentaciés kortilmények)
2) Downstream optimalas (végtermék izolalasa)
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Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

1. Upstream optimalas

A fermentécids technoldgia optimalasa:

1. A tépoldat dsszetétele

2. Fermentacids paraméterek (pH, hémérséklet, stb.)
3. Bioreaktorok, készilékek

4. Fermentacios technikak

Mindez nagyon eltéré a kilénb6z6 gazdaszervezetek (mikroor-
ganizmusok és allati sejtek) tenyésztésénél, ezért célszerl kilon
targyalni.

BME A i ogia és Elelmi iny Tanszék

1. Mikrobidlis fermentaciok

1. A tépoldat sszetétele
(Indukcio)

2. Fermentacios paraméterek (pH, hdmérséklet, stb.)
3. Bioreaktorok, készilékek

4. Fermentéacids technikak

ott Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

1/1 Tapoldatok mikroba fermentacioknal

Az ipari tdmegtermelésben: gazdasagi szempontok: olcsé legyen
— melléktermékek, hulladékok
C- forras: keményitd, cukrok (melasz, tejcukor, szulfitszennyltg),
néha kéolaj, alkoholok, szerves savak
N-forras: szervetlen: mitragya minéségi sék (ammaénium-nitrat,
karbamid, stb.)
szerves: (olajmentesitett) sz6jadara, élesztékivonat,
huskivonat, kazein...
A gyo6gyszeriparban ez nem megengedett, a nehezen reprodu-
kalhato, szennyezett anyagok helyett tiszta vegyszerekbdl
bsszemért tapoldatokat hasznalnak (chemically defined, CD).

BME A ot Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék

Példa: rekombinans E.coli tapoldatai

Oltéanyag (ir p Termeld tap ataplalt (feed) tapoldat
Glicerin 99,5% Glicerin 99,5% Glicerin 99,5%
KH,PO, KH,PO, MgSO0,x7H,0
K,HPO, K,HPO, EDTA
Kanamicin szulfat

MgS0,x7H,0 Boric acid
MgSO,x7H,0 Kanamicin szulfat CuSO0,x5H,0
Kanamicin szulfat Tiamin HCI MnSO,xH,0
Tiamin HCI Boric acid FeCl;x6H,0
Boric acid CuSO0,x5H,0 ZnSO,x7H,0
CuSO,x5H,0 MnSO,xH,0 CoCl,x6H,0
MnSO,xH,0 FeCl;x6H,0 Na,MoO,x2H,0
FeCl,x6H,0 ZnSO,x7H,0 CaCl,x2H,0
ZnS0,x7H,0 CoCl,x6H,0
CoCl,x6H,0 Na,MoO,x2H,0
Na,MoO,x2H,0 CaCl,x2H,0

PPG2000

Tanszék

Példa: rekombinans E.coli tapoldata

A coli esetében a glikéz szénforras lenne kézenfekv, de ebbdl
jelentés mennyiségl ecetsavat termel. Ezért alkalmaztak glicerin
szénforrast.

ott Biotechnologia és E

Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Indukcio

Az E. coli-val térténé fehérje termelést rendszerint indukalhaté
promoterrel valésitjak meg. Leggyakrabban az IPTG-vel indukal-
haté lac promotert épitik be.

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 PL_ Temp. shift 30 to 40°C
dac_ IPTG addition
pho Phosphate starvation
trp trp starvation or
addition of IAA
tac IPTG addition
S. cerevisiae  GALI Galactose addition
PH Phosphate starvation

IPTG: isopropyI B-thio-D galactoside IAA: B-idolyl acrylic acid

BME A ot Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék

Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Indukcio

Az idegen fehérje termelése megterhel6 a gazdaszervezet me-
tabolizmusa szamara.

Célszeri a szaporodas alatt sziineteltetni a rekombinans fehérje
termelését, majd bekapcsolni azt. igy kisebb a megterhelés és
a gén esetleges ,elvesztése” kisebb kart okoz. Eléfordulhat:

> Strukturalis valtozas (a plazmid el-

"y [
pusztul, vagy nem termel fehérjét) 0.0%
o . 005\ _— '08%
> Szegregéacié (plazmidmentes le- 000
. . . z 00 O
anysejtek jelennek meg az oszté- 00/ ™~
dés soran)
8
ia és Elelmi any Tanszék

Plazmid instabilitas

Ezek a plazmidmentes sejtek 300

néhany generacio alatt tainé- 250

vik (outnumber) a plazmid- E 200
tartalm sejteket, mert gyor- S 150
sabban nének. Ha kés6bb = o
inditjuk meg a termelést, ak- S

kor ez nem fordulhat el6. 50
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Rekombinans és plazmid-mentes sejtek ATP igénye

Gazda : E.coli; szénforras: glikéz; 100 plazmid/seit;

A plazmid méltdmege 2.9 MDa;

A rekombinans fehérje 50% -a az 6sszes fehérjének.
Plazmid-mentes sejtek = Rekombindns sejtek
10 e(-16) mol/cell 10 e(-16) mol/cell

ATP felhasznélés:

poliszacharidok 5.75 5.73
sejt sajat fehérje  57.39 57.22
termék fehérje 0.00 57.22
RNS 12.24 12.20
kromoszéma DNS  2.96 2.95
plazmid DNS 0.00 0.27
bioszintézisére
transzportra  11.88 20.82
Gszesen: 97.17 163.38
A 10

ott Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék

Kettds indukcid: T7 polimeraz

Ez a médositott E. colitérzs
olyan T7 RNS polimeraz gént
tartalmaz a kromoszémajan,
amely IPTG-vel indukalhaté.
A célgén elé egy (szintén
IPTG-indukalhaté) T7 promé-
tert kell beépiteni.

Amig nincs IPTG a rendszer-
ben, addig a T7 RNS polime-
raz sem képzddik.

Kett6s biztonsag, raadasul a
T7 polimeraz gyorsabb.

IPTG Induction IPTG Induction

R

BME A i ogia és Elelmi iny Tanszék

1/2 Fermentacids paraméterek: hdmérseéklet

Az E. coli-nél a ndvekedési optimum 37 °C, de a fehérje terme-
|ésnél gyakran alacsonyabban tartjak.

Példa: A GCSF fehérjét a coli zarvanytestek formajaban termeli.
37 °C-on ezek olyan kompaktak, hogy a szokasos moédszerekkel
nem lehet feloldani. 32 fokon puha, laza szerkezetlek, oldhaté-
ak, viszont nem lehet lecentrifugalni. Emiatt olyan csékkend hé-
fokprofilt optimaltak, amely a szaporodasban 37 °C, azutan foko-
zatosan csokken.

Elesztéknél a szokasos héfok 28-30 fok, de minden technoldgia-
nal célszer( Gjra optimalni.

BME A ot Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Fermentaciés paraméterek: pH

Az optimum a baktériumokndl, igy az E. coli-nal kdzel semleges,
6,5-7,5 kdzott van. Az anyagcsere savakat termel, emiatt lug
adagolassal tartjak a kivant értéket.

Az éleszték fermentacids optimuma rendszerint savasabb tarto-
manyban van, de pH=5 alatti érték nem jellemzé.

Az optimalasnal célszerli megvizsgalni a valtozé pH profil lehe-
téségétis.

ott Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék

Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Fermentaciés paraméterek: oxigen

Mind a coli, mind az élesztd fakultativ anaerob mikroorganiz-
mus, de a rekombinans fehérje termelésnél teljesen aerob
anyagcserére térekednek. Ehhez intenziv levegéztetésre és
keverésre van szlkség.

Az oldott oxigénszintet elektroddal folyamatosan mérik, és sza-
balyozzak, nem engedik egy megallapitott érték ala csokkenni.

Ezzel 6sszeallt egy kép a bakteridlis fermentacioroél:

BME A i ogia és Elelmi iny Tanszék

Fermentation process parameters

—— Acid (ml) ——pH —TEMP (°C)
——OD (600 nm}) ——pO02 (%)
—o— Stirring (rpm) # 10 Point of induction
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

1/3 Ipari fermentor jellemzé szerelvényei
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Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

1/4 Fermentacios technikak

Az indukcié beépitése a technolégidba kétszakaszos fermenta-
ciét (sejtszaporitas + termékképzés) tételez fel, ezzel kizarja a
félfolytonos és folytonos fermentéaciés technika alkalmazasat.

Ennek megfeleléen szakaszos (batch), illetve rataplalasos (fed
batch) fermentaciéval termelnek. A rataplalas (feed) 6sszetétele
mas, mint a szaporit6 tapoldaté.

A rataplalassal a fermentacios idé6 meghosszabbithatd, nagyobb

any Tanszék

2. Allati sejtek tenyésztése

1. A tapoldat 6sszetétele
2. Fermentacids paraméterek (pH, hémérséklet, stb.)

3. Bioreaktorok, késziilékek (fellleti és szubmerz)
Egyszer hasznalatos eszk6zok

4. Fermentéacids technikak

ott Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

2/1 Az allati sejttenyésztés tapoldatai

Téapoldatok: reprodukalni kell a természetes kdrnyezetet: vér,
sejtkdzti folyadék (sokkomponensi, draga)

Szénforras: glikéz (mint a vércukor), + glutaminsav

15 - 20 féle aminosav, vitaminok, koenzimek, lipidek, ionok (pon-
tos 6sszetétel, pH, ozmozis nyomas)

pl az Gveg edényekbdl kioldédé anyagokra, ezért vagy miianyag
edényeket, vagy viztdltéssel tdbbszoér autoklavozott liveget
hasznalnak tenyésztésiikhoz.

A viznek is kilénlegesen tisztanak kell lennie (ionmentes, szer-
vesanyag-mentes, endotoxin-mentes, pirogén-mentes) és ezt is
miianyag edényben taroljak.

3 i

-,
i
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Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Maodositott Eagle médium (MEM)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

D546 D5648 D5546 05648
Component [1x] gl oL [l gn gL
INORGANIC SALTS
Calcium Chloride 02 02 LTyrosine = 2Na = 2H,0 0.10379 010379
Ferric Nitrate ® 9H,0 0.0001 0.0001 Valine 0.094 0.094
Magnesium Sulfate (anhydrous) 009767 009767 VITAMINS
Potassium Chloride 04 04 Choline Chloride 0.004 0.004
Sodium Bicarbonate 37 - Folic Acid 0.004 0.004
Sodium Chioride 64 64 myo-nositol 0.0072 00072
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous)  0.109 0.109 Niacinamide 0.004 0,004
AMINO ACIDS o-Pantothenic Adid (hemicalcium) 0.004 0008
wArginine + HCI 0084 0.084 Pyridoxal + HCI - 0004
1-Cystine « 2HCI 0.0626 0.0626 Pyridoxine + HCI 0.004 -
wGlutamine — 0.584 Riooflavin 0.0004 00004
Glycine 003 0.03 Thiamine « HCI 0.004 0004
wHistidine + HCI » H0 0042 0.042 OTHER
wlsoleucine 0.105 0.105 c-Glucose 1.0 45
wLeucine 0.105 0.105 HEPES -
Llysine » HCI 0.146. 0.146 Phenol Red * Na 0.0159 00159
Methionine 003 0.03 Pyruvic Acid « Na on -
-Phenylalanine 0.066 0.066 ADD
-Serine 0.042 0.042 Glucose — —
-Threcnine 0.095 0.095 -Glutamine 0.584 —
wTiyptophan 0016 0.016 \dium Bicarbonate _ 37

Az éllati sejttenyésztés tapoldatai

SZERUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék jelenlé-
tét is — ezt Ujszulétt allatok (borju) vérszérumaval biztositjak (5-
15%). Ez szdrny( draga (és nehezen reprodukalhato), ezért t6-
rekednek a minimalizalasara, helyettesitésére vagy telies elha-
gyasara.

A szérummentes, kémiai komponensekbdl 6sszemért tapoldatok
olcsobbak, allandé az dsszetételik, és reprodukalhatébbak az
eredmények, kisebb a fert6zés kockazata, kénnyebb a fehérje
termékek izolalasa.

PI. prébalkoznak a szérum részbeni vagy teljes pétlasara hidrofil
polimerekkel pl. dextrannal.

Léteznek olyan sejtvonalak, amelyek a szérumbdl egyedil az in-
zulin jelenlétét igénylik (de ez lehet rekombinans inzulin is).

BME A ot Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Important Components of Serum and Their Probable Role in Cell Culture

Component

Proteins
Alburnin

Feuwin
Fibronectin
ot:-Macroglobulin
Transferrin

Polypeptides
Endothelial growth factor (ECGF)
Epidermal growth factor (EGF)
Fibroblast growth factor (FGF)

A SZéru m aktl’v nsulin-like growth factors (IGF1 and IGF1

ived growth fuctor (PDGF)

komponensei "I

Insulin

Growth hormones
Metabolites and nutrients
Amino acids

Glucose

Keto-aci yruvate)

Lipids (e.g.. cholesterol)
Minerals

Tron, copper, zine, and selenium
Inhibitors

y-globulin
Bacterial toxins from prior contaminants.
Chalones (tissue-specific inhibitors)

Probable function

Osmoticum and buffer

Lipid. hormone, mineral carrier
Cell attachment

Cell auachment

Trypsin inhibitor

Binds iron

Mitogen
Mitogen
Mitogen
Mitogen
Mitogen and major growth factor

Promotes attachment und prolife
Promotes uptake of glu
Mitogen—present in fetal

Ation

mino acids

Cell proliferation
Cell proliferation
Cell proliferation
Membrane synthesis

Enzymes and other constituents

Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

A sejtek nagyon érzékenyek pl. a nyirasra:
- nagyon kiméletes keverés,
- sok sejtvonal érzékeny a buborékokra

2/2 Az allati sejttenyésztés koérilményei

Az oxigénigény nagyon kicsi, rendszerint elég a fejtérfogatot at-
Obliteni levegdvel. Sok sejtvonal kedveli a CO, jelenlétét (2-5%)

A pH=7,4, az ozmolaritas 300-400 milliozmdl, azonos a vérrel.

Hémérséklet: emlds sejteknél 37°C, madarsejteknél 41°C

ia és Elelmi: iny Tanszék

2/3 Laboratériumi tenyészté edények (feluleti)

hnolégia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Laboratériumi tenyésztd edények (fellleti)

&s Elelmi domény Tanszék

Laboratériumi tenyésztd edények (fellileti)

ia és Elelmi: iny Tanszék

A felllet ndvelése

Multitray roller bottles

&s Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Forg6 palackok/roller bottles

Mikrokarrires tenyésztés

Inokulélasi/tapadasi fazis kialakult monolayer

any Tanszék

~Spinner flask”

Magneses keverd, lassu keverés
Mikrokarrieres és szuszpenzios tenyésztés

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 10



Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Minibioreaktorok mikroba és eml&s sejtekhez

12 ml (,tic-tac doboz”) 200 ml

Egyedi hémérséklet-, pH-, DO-, pCO2-, keverés-szabalyozassal,
automatikus mintavételezéssel.

i BME A Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Bioreaktorok emlés sejtekhez

ia és Elelmi: iny Tanszék

Kevert reaktorok

Altalanosan szuszpenzios tenyésztéshez, de mikrokarrierekkel
fellleti tenyészetekhez is hasznalhaté.

Max. 10.000 liter (pl: interferon, tPA)

Energiabevitel kisebb, kevesebb O, kell, igy kevésbé karosodik
a sejt, néha elegendsd a felileti leveg6ztetés, a cél csak a homo-
genizalas és szuszpenzidban tartani a sejteket/mikrokarriereket

Diffuziés levegéztetés: szilikon csdvek falan at, nincs karosodas
Keverd: propeller, hajocsavar, lekerekitett formak, 25-250rpm

o

. 13 (8) An ABEC elephant car” impeler (used down-pumping); (v) Hayward Tyler up-pumping B2 hydsofoil

"
]
‘

Biotechnolégia és Elelmi

any Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 11



Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Léptékndvelés 1000 literre

&s Elelmi domény Tanszék

Léptékndvelés 10 000 literre

Egyszer hasznélatos bioreaktorok

Single-Use Bioreactors

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 Biotoch, LLC Couteey o dions
- Faster procurement & implementation Xcellerex XDR

Disadvantages:
- Scaling issues
- Heavy reliance on suppliers for consumables

- Most systems still require the use of j
traditional (non-disposable) probes /706 ‘%X
Courtosy of Xcallerex, Inc. . Catsbosion
&s Elelmi domany Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Egyszer hasznélatos bioreaktorok

# sartorius

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

Egyszer hasznélatos bioreaktorok

Rozsdamentes
acél héj
(allandd)

(1000 literig)

Egyszer-
asznalatos
bioreaktor zsédk

Animation Thermo Fisher_NEV

any Tanszék

A kever6szar behelyezése

ia és Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

&s Elelmi domény Tanszék

Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Lina

Egyszer hasznélatos bioreaktorok

Description

1.4

5.8

Multi port fitmont - Can be used for: Supploment addition,
Gas exhaust/Foam trap assembly inlet, pH regulation inlet,
Coll culturo Modia or Cell addition, ...

Multi port fitmont - Can be used for: Compenont addition
inlot, Coll culturo Modia or Coll addition, Gas infot, ...
Disposablo bioreactor bag (ADCF barrior film)

Sampling oxit

Porfusion connoction/ Extra sampling connoction
Connection for pH, T or DO probe with sterile Kleenpak con-
nactor

Sonsing probe assombly to bo connacted to (12) by Kleonpak
countorpart

Easy drain connoctor

Micro or macro-sparging unit

Paddlo mixing stick surrounded by sloava

Gas inlot through sparging unit

ia és Elelmi: iny Tanszék

2/4 Tenyésztési modszerek 6sszehasonlitdsa

A szuszpenziés vagy mikrokarrieres allati sejt tenyészeteket
tobbféle technikaval is lehet szaporitani:

Batch Fed-Batch Continuous Perfusion

&s Elelmi domény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Tenyésztési mbdszerek dsszehasonlitasa

Szakaszos (batch): kis produktivitas, a sejtkoncetracié 1-2x108
sejt/ml, tenyésztés 3-5 nap

Rataplalasos (fed-batch): +gliik6z +aminosavak, 1-3 hét,
nagyobb a produktivitas, mint szakaszosban, de toxikus me-
tabolitok felhalmozdédasa hat a termelésre és a termékminé-
ségre.

Folytonos (perfuziés): sejtkoncentracié 3-5x107 sejt/ml, 6-8 hét,
termék is koncentraltabb, a sziikséges reaktortérfogat a
szakaszosnak csak 1%-a. JO a szubsztrat ellatottsag, és j6 a
toxikus metabolitok eltavolitasa.
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Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Tenyeésztési mddszerek 6sszehasonlitasa
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Titernbvelés: csdkkend kodltségek

Titre Improvements

» Important cost berefits as
titres go bayonc 1g/L

» These dimirish as we co
beyond Sg/L

Beyond 5g/L
*  Downstrezm cost dominates
= In this example the plateau
is just under $100/g

< Bioreactors

Estimate of CaG based on

_ standard MAb process for

bulk drug substance

Challenge in DSP

Bioreactars dzcrease in size?
Cope with increased titres
Need to drive out costs
Implications for facility
design

Tiee (giL)

= mim = 2)00L e 300CL

Results from Biopharm Services Generic MAD cost mocel

Bulk API Dirsct manufacturing costs
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Egy 1000 literes fed-batch technoldgia tipikus
adatai

Hasznos térfogat: :600-950 liter

Reaktor tipusa:  :S.U.B. 1000L

Inokulum: ~ 60-80 | (induld térfogat/10) Az inokulum3 tenyészetet atoltjak a:
termel6 bioreaktorba, az induld sejtszam 0.4-0.6x10° sejt/ml.

Tapoldat térfogat: :530 | alap tapoldat (PCHO)
Rataplala dagolas a 3, 5, and 7 napon, ,.feed” tapoldat

Térfogata: 15% (~90 1) (Vaiap tapoidat * Vinokuium). % 0:15

Gliikoz adagolas: :Gyakori at-line mérés, kézi adagolas a szamitott fogyasnak
megfeleléen

Fizikai Hoémérséklet: 37 °C, pH: 7.15, keverés: 40-60 rpm, DO,: 40%,

paraméterek: fejnyomas: 0-50 mbar

Ozmolarias: <400 mOzmol

pH szabalyozas: :10-16% H,PO, oldattal, 0.5-0.6 M Na,CO, oldattal

idétartam: 7-9 nap

BME A ot Biotechnolégia és Elelmi domény Tanszék

Tenyésztési modszerek: folyamatos, sejtvisszatartassal

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

Higitasi sebesség: 0.6 - 2.0 / nap

Gyuijto-
tartaly
sor

Tapoldat tgnk Visszatarté

egység

1000 liter

250 L bioreaktor

ia és Elelmi: iny Tanszék

Sejtvisszatartasos (perfuzios) technologiak

LEvEL

ATF = Alternating
ﬁ ( tangential filtration
[ g pumare &
)" 2 ¥
o’.,\‘ ‘ (& —r MobuLE or
| S

are/ e conTROLLER
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Sejtvisszatartasos (perfuzios) technologiak

Alternativ megoldas: forgd, henger alaku
rozsdamentes fémszita.

Résméret: 20 um Sejtvisszatartas: 8 um
El5 sejt visszatartas: 97-100%

Méretek: 50 x 5 cm, folyadékréteg: 1 cm
Fordulatszam: ~1000 rpm

Flgg6leges aramlas: 1,5 — 3 I/perc
Sz(irési sebesség: 12 l/éra

Tisztitas szlikséges: 2-10 naponta

i BEAllnsdt Bivkedinoltels & Blshniied

Rekombinans fehérjék gyartasa — 2. Upstream

Példa: rekombinans eritropoietin termelése

Upstream:

A BHK/CHO sejtvonal fellleti te-
nyésztése Eagle alap kdzegen
+10% szérum + 10% Bacto tryp-
tose foszfat kdzeg.

4 nap utan az elsé tapoldat csere: I
a termel6 kdzeg csak 1,5% széru- §
mot tartalmaz.

3 naponként lefejtés, feltdltés

EPO fermentacios Gizem

50
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