Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.

Downstream technol6gidk

REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA — 1I/2

A rekombinans fehérjék gyartasanak kifejlesztése:

1. A torzs kialakitasa

1) A molekula megismerése (aminosav sorrend, glikozilalas)
2) Megfelel6 analitika kidolgozasa

) Dontés a gazdaszervezetrdl és a vektorrol

)

)

Kodonoptimalas

A génszerelvény dsszedllitdsa (promoterek, operatorok, célgén, kisér6 fehérjék,
terminéator)

6) Klonozas, expresszio, szelekcid

Sejtbankok Iétrehozasa

=

Il. Technolégia kialakitasa
1) Upstream optimalas (fermentaciés korilmények)

2)Downstream optimalas (a végtermék izolalasa)
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A fehérjeizolalas éaltalanos sémaja

Culture broth
Cell separation

Cells Supernatant

Cell disintegration
| Refolding | | Extraction
Refolding Polishing

TRENDS in Biotechnology

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek

[I/2. Downstream optimalas

A feldolgozasi technolégia a kilénbdz6 gazdaszervezetek (mik-
roorganizmusok és dllati sejtek) esetében az elsé I1épésekben ki-
16nbozik, a késébbiekben, a fehérjék tisztitasanal mar nagyon ha-
sonl6 miveleteket alkalmaznak.

Il/2/a termékizolalas prokariotakbol

A baktériumok, igy az E. coli rendszerint intracellularisan termeli
a rekombinans fehérjéket, sét gyakran zarvanytesteket (inclusion
body) képez.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Fehérje zarvanytestek

A rekombinans fehérjéknél gyak-
ran eléfordul, hogy a kifejezett
fehérje nem oldatban jelenik
meg, hanem szilard szemcséket,
zarvanyokat alkot a sejteken be-
l0l. Csak prokariétaknal fordul
eld, eukariétaknal nem.

(human: genetikai betegségek)

E. coli —

Legdmbolyitett, er6sen fénytord,
nagy slrlségl zarvanyok.

Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

Fehérje zarvanytestek

A zarvanyképzédésnek vannak elényei is:
» A zarvany tiszta fehérje (>90%), alig kell tisztitani
» Védett a protedzoktol
» Nem kérositja a gazdasejtet.

Nem lehet elére megmondani, hogy melyik fehérjébdl
lesz zarvany. Nem szamit:

» Genetika (host, vektor, génkdrnyezet)

» Méret, oldhatésag, szerkezet

és iszertudoman Tanszék

Fehérje zarvanytestek

folding —— nativ fehérje
Fehérje bioszintézis<

zarvany képzédés — IB

Ha a folding sebessége kicsi a termeléshez képest, akkor
sok fehérje megy a zarvanyokba.

A prokariétakban a folding azért lassabb, mert:

» nincsenek chaperonok

» a citoplazma reduktiv kézeg, nem kedvez a diszulfid
hidak kialakuldsanak. Csak a periplazmikus tér oxida-
tiv.

és iszertudoman Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

Fehérje zarvanytestek

A zarvanytestek feldolgozasanak lépései:

1.
2.
3.
4.

Sejtfeltaras sejttormelék
Centrifugalés, mosas  IB paszta

Oldas, szolubilizalas oldott, unfolded fehérje
Folding/refolding oldott, aktiv fehérje

i BME Alkalmazott Biotechnolégia & Elelmiszertudominy Tanszék

1. Sejtfeltaras

Baktériumsejtek feltarasa: lizozim + er6s mechanikai behatasok
(ultrahang, nagynyomasu homogenizator)

2. Centrifugalas, tisztitas

A zarvanytestek kompakt, nagy strliségl részecskék, centrifu-
galasnal jol Ulepednek. A fellleten visznek magukkal szennye-
zéseket — mosassal tisztitjak

(pH=8, 0,2 M NaCl, Triton X100, EDTA, DTT, NaNj)

5 BME Alkalmazott Biotechnolégia & Elelmiszertudomany Tanszek

Oldas, szolubilizalas

Témor szerkezet, vizes kdzegben oldhatatlan.

Kaotrép, denaturalé oldészerek: 6 M guanidin HCI, 8 M karba-
mid.

~5 g/l fehérje, 1-4 éra.

Puffer: enyhén lugos kdézeg, pH ~8 (tiolat anionok).
Fémionok: EDTA

Er6sen reduktiv kdzeg (a diszulfid hidakat bontja): ditiotreitol,
ditioeritrol, redukalt glutation, merkapto-etanol, cisztein, cisz-
tamin.

Tisztitas: ha az IB pasztat jol kimostak, alig sziikséges. A fol-
dingnal ugyis felhigul.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

Folding

A folding (,hajtogatas”) a fehérje masodlagos és harmadla-
gos szerkezetének megfelel6 kialakuldsat jelenti. A szerke-
zetet rogzitik az intramolekularis

» diszulfid hidak

» masodlagos kolcsdnhatasok (ionpar, H-hidak, van der
Waals)

Az intermolekularis kapcsolatok hibas szerkezetet eredmeé-
nyeznek.

Membrane
X

Folding .

£ tumen

Eukariétakban a

folding az ER bel-  Smensy Mol e s
sejében  torténik.

A folding normalis Y, './

menetét chapero- g

; ) issocition’ N
nok (dajkafehér- ?S:v\ A
., e, from proteins proteins bound

jék) katalizaljak. Yo chaperones

. “ t Mrsvs
A hibas fehéricket 49 A e

a sejt proteoszo- = Y membranes
mai lebontjak. ; ! :

Vasicular
tansport |

—» Degradation

In vitro folding

Prokariétaknal a foldingot ER és chaperonok nélkil kell végre-
hajtani.

Az aggregacié (masodrendil reakci6) megakadalyozasa érdeké-
ben a molekulakat tavol kell tartani egymastél — higitas

% = kg de k,c’

A lehetséges mellékreakciok
megakadalyozasa:

iy BME Alkalmazott B
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

In vitro folding

A fehérje koncentracié: 10-50 mg/l (100 — 500x higitas)

Trikkok:
» lassan engedik be a fehérjeoldatot a folding pufferbe
> tobb ponton taplaljak be
» Tébb adagban adjak hozza a pufferhez, megvarjak, amig
az el6zd adag jorészt atalakul

A higités hatranya: nagy térfogat, nagy tartaly, nagyon sok fol-
ding puffer kell - draga

% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

In vitro folding

A fehérje nagyon sok-
féle alakot vehet fel.
Ezek kozul csak egy
anativ —
feltételezik, hogy ez
az energiaminimum.
Ha elég sokaig ,raz-

|
Chaperones |
Chaperones

A

)
» 4 1 £ Folding
zuk ,,odatalal a nativ 2| intermedites
formahoz. Partially
folded
states 2
Kritikus: a diszulfid
. f I Amorphous
thak helyes kialaki ageregates
tésa.
Amyloid
fibrils.
5 BME Alkalma: Intramolecular contacts Intermolecular contacts

In vitro folding

A lehetséges diszulfid hidak szama: nx(n-1)/2

Elsére nagy valészinliséggel nem a nativ keletkezik —
felbontas-ujrakétés dinamikus egyensulyat kell megteremteni —
,redox-puffer”:

1-10 mM —SH és —S-S- ve-

gyulet, egymas mellett, oxi- /%\

dals talsaly, pl.: %B@
Gilutation (oxidalt > redukalt) e W e ET

Cisztein < cisztin Cortectfolding
B-merkapto-etanol < diszul- | Uroed
fidja

protein Incorrect folding

SHuffle

§ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.

Downstream technol6gidk

In vitro folding

A pufferben még:

pH puffer (pl. 0,1-0,2 M Tris), enyhén lagos (pH=7,5-8,5),
— az —SH-k részben tiolat anionna alakulnak

Kaotrépok kis koncentraciéban

Arginin (0,4 — 1 M)

Detergensek (ionos vagy nemionos, pl. Triton-X)

EDTA (2 — 10 mM) kelatképzd

PMSF (~0,1 mM) proteaz-gatlé

Esetleg chaperon-hatast molekulak: alkil-karbamid, PEG,
lauril-maltozid, CHAPS, ciklodextrinek

4-20 °C, 24-48 6ra

Tl
MG BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

TRX fehérje/domén

A TRX lehet 6nall6 fehérje, de lehet egy mas aktivitasu fehérjén
belll egy domén.

Két Cys-t tartalmaz, ezek oxidalt allapotban diszulfid hidat alkot-
nak, redukalva két —SH csoportot.

A red forma képes arra, hogy mas fehérjék diszulfid hidjait fel-
bontsa. Visszaredukalasahoz NADPH sziikséges.

Feladata a korrekt cisztein parosodas kialakitasa és a hibas pa-
rosodas korrekcidja a fehérje hajtogatas soran.

Ezt beadagolva el6 lehet segiteni az in vitro foldingot.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek

Egyéb folding technikak

Dializis: nem higitanak, hanem dializissel fokozatosan csékken-

jo, de néha kicsapodik.

Micellakban és liposzomakban: ha a fehérje molekulak elkulo-
nilten allnak, nincs aggregacio.

Hidroféb kromatografia: soran a fehérje sokszorosan adszorbe-
alédik-deszorbedlodik az apolaris feliileten, ennek soran "gytir6-
dik” és "megtalalja” a jo foldingot.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Példa: GCSF izolalasa
zarvanytestbdl

i BME Alkalmazott Biotechnolégua

Fermentation

[ solubitization Inclusion Bodies

Filtration

Refolding

Filtration

UF/DF |

Filtration

CEX

Filtration

RPC

UFIDF Il

Filtration

Storage at 2-8°C

Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technolégidk

Sejtfeltaras,

lizozimmmal, Dl:lAse
ultrahanggal, vagy —> Triton )(.100
French-p | & centrif.

Oldas

6M Guanidin-HCI, v.
8M Urea, v.

2% Sarcosyl v.
0.01M NaOH

Dializis, v.
higitas, v.
gélsziirés

Példa: aktiv GCSF kialakitasa inkltzids testbol

Refolding
(0 rendii reakcio)

Alacsony
fehériekoncentréacié

20
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Nehéz gy, de lehet

» Enzimaktivitas mérés
> ELISA
» Mas bioassay
> Ligand-kétés
» HPLC

» Spektroszképia

A folding ellenérzése

21
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

[1/2/b termékizolalas allati sejt tenyészetbdl

A jellemz6 miiveleti sorrend (de nincs kébe vésve):

A. Seijtek elvalasztasa — szilard-folyadék elvalasztas
miveletek: szlrés, centrifugélas

B. Koncentrald lépés (capturing) — a viztél valasztjuk el
mUveletek: adszorpcidé, membranszirés, kromatografia,
(csapadékképzés)

C. Tisztitas — a termék és a szennyezések elvalasztasa.
mUveletek: mint az el6bb, de f6leg kromatografia

D. Véqtisztitas (polishing)— a terméket a kereskedelmi forga-
lomba hozas el6irasainak megfeleld tisztasagig tisztitjak.
+ muveletek: virusmentesités, sterilszlirés

22
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Mab termelés emlés sejttel — Downstream A, B

From the culture

e
- —
Eﬁ

«B-B - B8 -

i Disc-Stack
Virus Inactivation rProtein A Dep;ng;Iler Centrifuge
Dia: 1 meter
CVv:236 L
Bed: 30cm
A potencialisan A Mab molekulak Sejttérmelék Sejtek
eléforduld befogésa affinitas eltavolitasa eltavolitasa
burkos virusok elven, a HCP, a
eltavolitasa HCDNA és méas

szennyez6k eltavo-
litasa, és a Mab
bekoncentralasa

23

ik
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A. A sejtek elvalasztasa

A sejttenyészeteknél az elsé l1épések joval egyszeriibbek. Az al-
lati sejtek sokkal nagyobbak, mint a baktériumok, kénnyebben
elvalaszthatok — kisebb g értéki centrifugak

Perflzios tenyészeteknél a kapott 1€ egész sejteket nem is, csak
sejttormeléket tartalmaz. Mélységi szilrés, egyszer hasznalhato,
emiatt draga.

Sejtfeltarasra sincs szilkség, a termék a lében talalhato.

24

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 8



Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technolégidk

B. Koncentralas (capturing)

A termék elvélasztasa a viztél és a nagyon eltérd jellegli szeny-
nyezésektdl. Alkalmas miivelet az affin-kromatografia (valéjaban
adszorpcio).
Példa: volt: Faktor IX - heparin

itt: Mab — Protein A kotés

: b \}

Protein A attached gel ibody bound to protein A in Fc region

25
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Protein A kromatografia

A terméket kétjik, a szennyezéseket kimossuk.

Azso Flow through

(unbound material) Eluted

Elution & 2get
buffer

Binding
buffer

_

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek

ml

Protein A kromatografia

A toltet Table 4.12 Protein A Resin Lifetime Study
élettartama: Reuse Cycle Yield HCP i Aggregate
(fOﬂtOS mert Number (%) (ng/mg) Acidic Variants %
s
A 6 97 8,100 9 22
nagyon draga -
oy g ) 20 97 7.900 10 24
70 97 6,500 il 20
130 94 9,500 1" 19
170 9% 8,800 8 25
204 91 8,300 9 21
250 90 7.900 9 22

Kismértéki kitermelés csokkenés, de a minéségi paraméterek
nem valtoztak.
Elettartam: legalabb 250 ciklus

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Mab termelés emlds sejttel — Downstream C

»@»i»@»ﬁ» &»

Cation Exchange ~ Intermediate Anion Exchange Intermediate kel

Dia: 1.6m Storage Dia: 1.6m Storage Filtration

CV: 600L CV: 600L U

Bed: 30cm Bed:30cm
Savas toltést Aggregatumok, Tovabbi (gyakorla-
variansok és virusok, HCP tilag az 6sszes)
HCP eltavoli- és HCDNA el- potencialis virus
tasa tavolitasa eltavolitasa

28
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Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technolégidk

C. Tisztitas

A szennyezdk elvalasztasa — lehetéleg a termék maximalis
megtartasaval.

A szennyezéseket kotjik meg, a terméket atengedijik (flow
through).

29

# BME Alkelmazott Biotechnologia és Flelmiszertudomény Tanszek

A kromatografias oszlopok léptékndvelése

Léptékndvelésnél azonos a [ ]

anyagu és szemcsemé-
retli toltetek esetén ho-
gyan néveljik az oszlop
méretét?

Azonos hatékonysagu
elvalasztashoz azonos J:L —|:|—

linedris sebesség kell:

v = térfogataram/keresztmetszet
— a keresztmetszetet kell aranyosan ndvelni, a hossz val-
tozatlan.

30
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

A kromatografias oszlopok Iéptékndvelése

A kromatografias oszlopok Iéptékndvelése

Mab termelés emlés sejttel — Downstream C, D
2
g «g « =, - i - @
Bulk UF/DF Step Intermediate Hydrophobic
Cryol;;le.s;e:r"\:ation Fl(llargtsh;n 80m? Storage "Eé%??:%:’:“
e Bed: 30cm
HosszU A potencidlisan Puffercsere a vég- L
idejli elGfordulo mik- leges tarolé puffer- T‘?"abb'kaggﬁép
tarolas robidlis szeny- re és a Mab kon- glat,umlc’) &
nyezdk eltdvo- centracio bedllitasa eltavolitasa
litdsa, 0,2 um
szliré
33
B: és tudomény Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

D. Végtisztitas (polishing)
A fehérje felhasznalashoz sziikséges kbzeg, allapot beallitasa. A
gyogyszerkdnyvekben el6irt tulajdonsagok, tisztasag elérése.
Példaul néhany kovetelmény:
Tests | Acceptance criteria | Methods | Results
»=Tasw for purity
GO 37-52 corrected area% 55.8%"
Gl e G1 30-38 corrected area% CE-LIF/ 29.5%
yean pattern |Gy 912 corrected area% In-house 9.7%
G2 512 corrected area% 5.0%
impurities with SEC-HPLC/
molecular masses|Main peak: poabied In-house Lo
differing from that Chip
of the product | hain + light chai lectrophoresi =
Mab B PG at least 97% N 99.7%
In-house
[Mab |Main peak: at least 45% 56.1%
charge variants  |Sum of (acidic) impurities before N
and impurities  (the main peak: [Ron® T lon-exchange B%5
Peak pertaining to the first lysis HPLC/
v:::em'::e R L (s 31.0%
Sum of other (basic) impurities: oo o
Bacterial
i Kinetic turbidimetry
Sodolexing <3.0 EUmI (harmonized Ph. | <0.04 EU/mI
Eur,/USP)
Virusinaktivalas / eltavolitas
Inaktivalas hokezeléssel Eltavolitas
» Pasztorizalas » Sziirés
» Széaraz hokezelés » Kromatogréafias médszerek
> Gozolés > Kicsapas
» Solvens — Detergens eljaras » Metilénkék
» B-Propiolakton » Psoralen
> Jod » Hypericin
35
| BV Alkalimazott Biotechnologia 6 Helmisertudonsiny Tankzek

Virusinaktivalas / eltavolitas

PASZTORIZALAS
Fehérje oldat

Stabilizalészer adagolas

Stabilizaloszer eltavolitas
a1

Tovabbi tisztitas

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Virusinaktivalas / eltavolitas

SD (SOLVENT-DETERGENT) KEZELES

S: 1 % TNBP tri-n-butil-foszfat
D: 1 % detergens (Triton X-100, Tween)

4 6ra 30° C-on (burok leoldasa)

Extrakcio névényi olajjal (pl. steril széjaolaj)
Adszorpcios tisztitas (C18 tolteten)
Ultraszirés

37
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Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technolégidk

Virusinaktivalas / eltavolitas

A virusmentesitési miveletek hatékonysagat kiilénbdz6 is-
mert virustenyészetek hozzaadasaval mindsitik.

A virustiter csdkkenését logaritmikus skalan adjak meg.
Egy log-nyi csdkkenés 10%-os tulélésnek felel meg. Ennek

az az elénye, hogy az egymast kdvetd miveletek log érté-
ke 6sszeadhat6.

Altaldban az az elvaras, hogy a technoldgia soran dssze-
sen 15-20 log-nyi cs6kkenés legyen.

38
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Beriplex P/N® pasztdrizacios virusinaktivalas
kinetikaja

*—e BVDV

o= HSV1

&= Polio-1

Virus titre (logs0) CCIDso/mL

3 10 @

Healing time (hours)

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

Beriplex P/N virusmentesitésének
validaciés eredménye

Modellvirusok HIV Herp. vir. BVDV Polio
env.,RNA env.,DNA Mod.f.Hep.C n.env.,RNA

Pasteurization (log 10) >6,6 >6,0 >85 >79

Nanofiltration (log 10) >7,1 >7.2 4,0 (0,3)

Total reduction (log 10) > 21,1 19,9 15,5 15,5

HBV: Nanofiltration reduction of 4 log
Remaining steps > 6,5 log (chimpanzees)
Total reduction: > 10 log

40
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Sterilszlrés

A virusmentesités utan nincs sok értelme, de a hatésagok elé-
frjak.

Az atlagos baktériumsziiréshez 0,45 pm-es sz(irét hasznalnak,
itt a mikoplazmak (kicsi, plasztikus sejtfalt sejtek) garantalt elta-
volitasa miatt 0,2 mikronos szliréket irnak eld.

4

& iszertudomény Tanszek

Egyszer hasznalatos eszkdzok

A feldolgozasi miiveletek soran is terjednek az egyszer haszna-
latos eszkdzok. Tartalyok helyett mianyag zsakok, eldobhaté
szlir6k, oszlopok, csévek. Az elény itt is a tisztitas, sterilezés és
ezek validalasanak elhagyasa.

Példaul: steril konnektorok

Osszekattintas és a zarofélia kinlizasa utan zart rendszerben,
sterilen térténhet az attoltés.
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Egyszer hasznélatos tarol6

Flexel® 3D Bag Modular Palletank® System

Specifications

Rekombinans fehérjék gyartasa 3.
Downstream technol6gidk

Material:

Stainfess Steel
304L

Surace Finish:

Bad Blasted

Volumes: 100|200 L, 500 L,
1,000 L
Dimensions
100]200 L 792x 592720 mm
(31.2"x233"x283")
500L 1192 x 792 x 856 mm
(46.9"%31.2"x33.7")
1,000L 119299212355 mm
(46.9"x39.1"x 48.6")
Stack ability
100L|200L 3x
Description Flexibility L 5
The Modular Palletanke Systems are stainless  Each Palletank® includes an integrated pallet *
steel containers designed for the safe and base that allows easy carriage by pallet-jack 1000 L not to be stacked
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