Produkce biotechnologickych ldtek a downstream procesy

6. Produkce biotechnologickych latek a downstream procesy

Produkce terapeutickych proteinl je sloZity proces, ktery zahrnuje jak jejich vlastni expresi, tak
také purifikaéni postupy a charakterizaci produktl. Systémy pro expresi byly podrobné
charakterizovany v kapitole 4, bioreaktory v kapitole 5. V této kapitole se zaméfime na charakteristiku
vlastnich biotechnologickych produktl vznikajicich v bioreaktorech.

Biotechnologické produkty pro terapeutické pouZziti musi byt presné specifikovany, zvlasté kdyz
jsou urceny k parenteralni aplikaci.

6.1. Kultivacni médium

Pro dosazeni optimalnich ristovych podminek v bioreaktoru je tfeba zabezpecit vhodné sloZeni
Zivného média. Média pouzZivana ke kultivaci bunék jsou komplexni a sestavaji ze smési raznych
sloZek, a to cukr(, aminokyselin, elektrolytl, vitamind a smési pepton, ristovych faktord, hormont a
dalsich protein(l. Vétsina téchto latek je dostupna jako komercéni preparaty, které staci jen rozpustit ve
vodé a sterilizovat.

V pripadé savcich bunék tvofi vyznamnou slozku média fetalni teleci sérum. Nékteré slozky, jako
napri. pravé fetalni teleci sérum, obsahuji vyznamny podil proteind, které jsou kontaminujicimi
polozkami, které interferuji s purifikacnimi procesy. Kromé toho je sloZeni takového séra znacné
proménlivé; lisi se individualné zvife od zvifete, rocniho obdobi, zpracovani u dodavatele, apod.
Sérum také muizZe obsahovat rlizny nechtény material, napf. viry, mykoplazmata, bakterie nebo houby;
mUZe tak dojit ke kontaminaci kultury. Hrozbou mohou byt i priony, které vyvolavaji prenosnou
spongiformni encefalitidu a to zejména tehdy, kdy? je pouZit materidl z krav, koz nebo ovci. Rada
minénych problém( spojenych s pouzitim séra vedla experimentatory k vytvoreni médii, kterd sérum
neobsahuji, tzv. sérum-free médii. A obecnym trendem je vytvaret média takova, ktera neobsahuji
slozité nedefinované slozky. Pfedevsim pfi prlimyslovych aplikacich, napf. pfi vyrobé monoklonalnich
protilatek, se chemicky definovana média a média bez sérové slozky ukazala velmi Uspésna.

6.2. Kontaminujici slozky

Kvalita se obvykle vyjadfuje v terminech ¢&istoty a reprodukovatelnosti. Cistota farmaceutickych
pfipravkl je vétSinou vyssi nez 99%, pokud jsou podavany parenterdlné. To plati i pro proteinova
terapeutika, u kterych je vysledna Cistota velmi zavisla na procesu purifikace.

Prehled potencialnich kontaminujicich slozek proteinovych farmaceutik je uveden v Tabulce 5. 2.
Nyni si popiSeme vlastnosti nékterych z nich.

6.2.1. Viry

Viry jsou potencialnimi kontaminantami predevsim pro ZivociSné bunécné kultury. lejich
koncentrace ve vysledném produktu jsou velmi nizké a je nesnadné je detekovat. Daji se detekovat
elektronovym mikroskopem, citlivé testy in vitro nejsou k dispozici. U nékterych virl (napt. hepatitidy)
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jsou rizika dobfe zndm3, u jinych ale nejsou k dispozici experimentalni Udaje. Napftiklad parvoviry maji
dlouhou dobu latence, nez se projevi jejich klinicky uc¢inek. Dlouhodobé Gcinky u pacientl 1é¢enych
rekombinantnimi proteiny, které jsou kontaminovany takovymi viry, samozfejmé nelze zanedbat.

Viry mohou byt zaneseny do kultivacnich médii pfimo ze surovin nebo z infikované bunécné linie.
NejcastéjSim zdrojem je vySe zminéné Zivocisné sérum. Sérem mohou byt zaneseny také bakterie,
mykoplazmata, priony, houby a endotoxiny. K detekci virli ve vstupnim materialu musi byt pouzivany
certifikované metody, bez jejich pouziti nemuzZe byt terapeutikum licencovano. Viry lze inaktivovat
fyzikalnimi nebo chemickymi metodami, napf. teplem, zafenim, sonikaci, extrémnimi hodnotami pH,
detergenty, rozpoustédly a urcitymi dezinfekénimi prostfedky. Tyto postupy mohou mit ale také
destruktivni vliv na produkt, a proto musi byt velmi opatrné vyzkouseny a validovany. Elegantnim a
efektivnim postupem pro odstranéni vird je nanofiltrace. Tento postup je podrobné popsan v ,PDA
technical report 41“ z roku 2005 (revize v roce 2008). PDA = Parenteral Drug Association.

Tabulka 6.1: Potenciadlné kontaminujici slozky proteinovych farmaceutik

Plivod Kontaminujici slozka

Hostitelsky organismus Viry

Proteiny a DNA hostitele

Glykosylacni varianty

Variantni N a C konce

Endotoxiny (u gram-negativnich hostitel)

Produkt Substituce a delece aminokyselin

Denaturovany protein

Konformacni izomery

Dimery a agregaty

Varianty disulfidickych mustk(

Deaminované varianty

Fragmenty protein(

Proces Komponenty rldstového média

Purifika¢ni reagencie

Kovy

Materialy purifikacnich kolon

Nanofiltrace spociva ve filtraci pres 15 nm membrany, kterymi Ize zachytit i ty nejmensi znamé
neobalené viry typu bovinniho parvoviru.
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Priklady metod, kterymi Ize redukovat, nebo inaktivovat viry jsou uvedeny v Tabulce 6.2.

Tabulka 6.2: Metody redukce nebo inaktivace vird

Kategorie Zpusoby Priklad

Inaktivace viru | Teplo Pasterizace
Zareni UV svétlo
Dehydratace Lyofilizace

Kroslinkujici latky, denaturacni a | B-propionolakton, formaldehyd, NaOH,
rozkladna Cinidla organickd rozpoustédla (napf. chloroform),
detergenty (napt. Na-cholat)

Neutralizace Specifické, neutralizujici protilatky
Odstranéni viru | Chromatografie lontoménicova, imunoafinitni

Filtrace Nanofiltrace

Precipitace Cryoprecipitace

6.2.2. Bakterie

Bakterie mohou kontaminovat bunécné kultury, ale je snadné je odstranit filtraci.
Nejjednodussim zplsobem, jak zabranit kontaminaci média bakteriemi, je sterilizace vSech vstupnich
material( a prace v aseptickych podminkach. Vyroba by méla probihat v tzv. ,,Cistych prostorech”, kde
je sterilita prostredi zajistovana napf. filtraci vzduchu. V nékterych pfipadech se do média pridavaji
antibiotika, coz ale komplikuje nasledné purifikaéni kroky. PouZiti beta-laktamdazovych antibiotik je
dokonce zakazano, protoze néktefi lidé jsou k témto antibiotiklim zvysSené citlivi. Obecné lze zbytky
antibiotik z média odstranit velmi tézko, proto se preferuji technologie bez jejich pouziti.

Bakterie mohou produkovat nebezpecné pyrogeny, ke kterym jsou néktefti lidé citlivi i ve velmi
nizkych koncentracich (pikogramy/ml). Pyrogeny mohou vyvolat silnou horecku az s fatdlnimi
nasledky. Filtraci nelze pyrogeny odstranit. Odstranéni pyrogen( je komplikovano také jejich rlznou
velikosti a rozmanitou chemickou strukturou. Na druhou stranu jsou ale k dispozici komer¢ni sety,
které umoznuji detekovat a kvantifikovat i mald mnozZstvi pyrogena. Pti purifikaci se zpravidla alespon
v jednom kroku pouziva iontoméni¢ova chromatografie, ktera by méla zarucit odstranéni alespon
negativné nabitych endotoxinl. Sklenéné nastroje, které se pfi purifikacich také pouzivaji, jsou pred
pouzitim depyrogenovany — horkovzdusnou ,sterilizaci” pfi 180°C.

Bunécné kultury jsou casto kontaminovany mykoplasmaty druhu M. orale, M. laidlawaii,
M. arginii nebo M. hyorhinis. Odborna literatura uvadi, Ze podil mykoplasmaty kontaminovanych
kultur dosahuje az 30% (v zdvislosti na laboratofi od 5% do 85%). Pritomnost mykoplasmat
nezpUsobuje néjakou viditelnou zménu v makroskopickych vlastnostech bunék ani ve vlastnostech
média. MUZe ale zménit charakteristiky metabolismu, rast, Zivotnost bunék, apod. Indikatory
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pfitomnosti mykoplasmat v bunécéné kulture mohou byt

» Neschopnost bunék adherovat na povrch kultivaéni nadoby
» Snizena rlstova rychlost bunééné kultury
» Shlukovani kultivovanych bunék

Hlavnimi zdroji kontaminace mykoplasmaty jsou

» samotné buriky

> experimentator

» sérum, médium a aditiva
> tekuty dusik

Mykoplasmata lze z bunécné kultury odstranit nejlépe antibiotiky gentamycinem nebo
ciprofloxacinem.

6.2.3. Bunécna DNA

Kdyz se k produkci terapeutickych proteint pouZiji savci buriky, mGzZou se ve finalnich produktech
objevit fragmenty DNA. Proto je tfeba béhem purifikace nasadit krok, pfi kterém jsou molekuly DNA a
RNA odstranény az na bezpecnou uroven. Kontrolu purifikace Ize zabezpedit napft. tim, Ze se bunécna
linie inkubuje s radioaktivné znacenymi nukleotidy, jejichZ obsah lze pak ve vyslednych produktech
snadno zméfit. Jsou-li zbytky DNA stadle pfitomny, mél by byt zafazen dodatecny purifikacni krok.
Otazka tykajici se bezpecného mnoizstvi ,kontaminujici“ DNA z(stavd ale predmétem spekulaci.
Transformace nahou DNA je velmi obtizna, Uspéch je podminén spiSe vysokou koncentraci DNA.
Pfesto Evropsky lékopis doporucuje, aby mnoZstvi DNA v kone¢ném preparatu terapeutického
proteinu nepresahlo 100 pg az 10 ng denni davky podle druhu kultivaéniho systému.

6.2.4. Kontaminace proteiny

V biotechnologickych produktech se mohou objevovat také zbytky ,cizich” protein(. Tyto
kontaminanty mohou byt zdravi nebezpecné, protoZze mohou byt rozpoznany jako antigeny a pfi
opakovaném poufziti vyvolat imunitni odpovéd. A prestoze samotny rekombinantni protein Zadnou
takovou reakci vyvolat nemusi, interpretace miiZe byt opacna! Pti hodnoceni vysledného preparatu je
tedy tfeba posuzovat opatrné, ktera slozka se na pfipadné imunitni reakci podili.

Zdrojem kontaminujicich protein(i mohou byt jak hostitelské burky, tak i rlstové médium. Mezi
kontaminujicimi proteiny mohou byt i varianty rekombinantnich proteind produkované hostitelskou
burikou. Takové proteiny maji s rekombinantnim proteinem velmi podobnou strukturu a budou s nim
velmi snadno kopurifikovany. Prikladem takového proteinu je urokindza nebo cytokiny hybridomu.

,,,,,
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6.3. Downstream processing

Jednou z kritickych fazi vyroby biotechnologickych produkt( je izolace biologickych produktt
samotné vyroby rekombinantniho produkéniho organismu. Napf. cena za pryskyfice s proteinem A,
kterd se pouziva kizolaci monoklonalnich protilatek, tvofi jen 10% castky pouZité na vyrobu
monoklonalini protilatky, kdezto cena za filtraci viru predstavuje asi 40% naklada.

Rekombinantni produkty ziskdvame zpravidla ve velmi zfedéné formé, kolem 10-200 mg/I
(maximalné 500-800 mg/l); cilem jsou koncentrace kolem 5-10 g/l. Zfedéné roztoky je tieba
zkoncentrovat predtim, nez budou produkty purifikovany, protoZe se jinak pracuje s velkymi objemy
materidlu. Cely proces purifikace probiha zhruba ve tfech stupnich — v prvnim je produkt zachycen a
primarné purifikovan, v dalSim kroku je odstranéna hlavni ¢ast kontaminant a ve tfetim jsou
odstranény zbyvajici kontaminujici latky a variantni formy molekul. Nékdy je z ekonomického ddvodu
vhodnd obrdcena strategie, kdy jsou nejprve zachyceny hlavni kontaminujici slozky a produkty jsou
purifikovany aZz v nasledujicich krocich. Tento postup se pouzivd u vnitrobunéénych proteind
nesecernovanych do vnéjsiho prostiedi.

Je-li podil produktu na celkovém proteinu maly, kolem 1 aZ 5%, pak je lepsi prvni z popsanych
postupl, protoZe velké mnoiZstvi nespecifickych proteinl by mohlo zahltit specifické purifikacni
nastroje a cely proces zhatit. Po odstranéni hlavni ¢asti kontaminant se purifikace provadi na co
do velikosti malych a tedy levnych chromatografickych kolonach. Po purifikaci probihaji dalsi kroky,
formulace a sterilizace, coZ jsou procesy popsané v kapitole 8.

V prabéhu vytvareni purifikacniho protokolu by mély byt posouzeny také moZnosti a uskali
pfipadnych krokl vedoucich ke zvySeni objemu vyroby. Proces fungujici v malych mnozstvich neni
Casto vhodny pro mnoistvi velkd at uz s ohledem na technické mozZnosti nebo ekonomiku procesu.
Vyvoj downstream procest ma dvé stadia — formulace (design) a zvySeni objemu (scale-up).

Separace nedistot zvysledného proteinu vyzaduje sérii purifikacnich krokd (tzv. ,process
design”), pficemz v kazdém kroku dochazi k odstranéni nékterych necistot a produkt se pfiblizuje
findlni specifikaci. Z obecného pohledu obsahuje vychozi produkt bunécéné zbytky anebo celé buriky,
které je nezbytné odstranit. Vytvoreni spravného purifikacniho postupu je usnadnéno, kdyz se
podafi definovat hlavni kontaminujici slozky. Tato definice musi obsahovat detailni informaci o zdroji
materidlu (jednd se o bakteridlni kulturu nebo kulturu sav¢ich bunék?) a hlavnich kontaminujicich
slozkach (napf. aloumin nebo analoga vysledného produktu). Kromé toho ma také popisovat fyzikalni
charakteristiky produktu a jejich porovnani s vlastnostmi kontaminant (teplotni stabilita,
izoelektricky bod, molekulovd hmotnost, hydrofobicita, denzita, specifické vazebné vlastnosti),
protoZze ty vyznamné urcuji proces purifikace. Procesy urcené k produkci terapeutik musi byt
reprodukovatelné a spolehlivé. Procesy purifikace mohou vystavit proteiny velkému fyzikdlnimu
stresu (napf. vysoké teploté nebo extrémnim hodnotam pH), ktery mizZe zménit vlastnosti proteinu
vedouci az ke ztraté biologické aktivity.

Jakdkoli substance, kterd se aplikuje injekéné, musi byt sterilni a prostd pyrogennich latek,
respektive pyrogenni Iatky musi byt pfitomny v podlimitnich mnoZstvich, ktera jsou definovdna podle
typu produktu. V Evropském |ékopisu jsou udavany hodnoty pod 0,2mg/kg télni hmotnosti. Produkce
musi probihat aseptickymi technikami a v prostfedi s Cistym vzduchem a pod mikrobiologickou
kontrolou vsech materialQ a zatizeni. B€hem validace purifikaéniho procesu musi byt také prokazano,
Ze jsou odstranény potencialni virové kontaminanty. Purifikacni matrice musi byt sanitovatelné nebo,
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je-li to moiné, sterilizovatelné prehfatymi parami. Aby bylo moZné odstranit pyrogeny, musi
purifikacni materidly vydrzet budto dlouhodobou sterilizaci v suchém vzduchu pfi 180°C nebo
plsobeni 1-2M hydroxidu sodného.

Jestlize néjaky materidl, ktery je v kontaktu s produktem uvolfiuje néjaké komponenty, musi byt
tyto latky analyzovany a v pribéhu validace musi byt prokizano, Ze je moiné je odstranit.
V poslednich letech se pro vyroby pouzivaji umélohmotné materidly a vySe zminéné poZadavky se
proto staly jesté duleZitéjsi. Uvolfiovani nechténych sloZek v prlibéhu purifikace je velkou prekazkou
pro afinitni chromatografii. V laboratornim méfitku je afinitni chromatografie uziteCcnym ndstrojem
purifikace, ale pro primé poufZiti terapeutickych protein( u lidi je nutné naprosto nezvratné prokazat,
Ze je mozné odstranit jakékoli z chromatografie uvolnéné Iatky.

Termin ,scale-up” se pouZivd kpopisu procesi konverze laboratorni procedury
do ekonomického, primyslového postupu. Béhem této faze se proces posouva zlaboratornich
podminek do poloprovozu a konecné do plnoprovozu. Cilem procesu ,scale-up” je vyroba produktu
vysoké kvality za kompetitivni cenu. ProtoZe cena downstream procesl predstavuje 50 aZz 80%
celkovych nakladd, je tfeba zvolit praktické a ekonomické zplsoby purifikace. Kvalita metod purifikace
proteinll je klicem pro silnou pozici na trhu. Zakladni cinnosti pfi purifikaci makromolekul
z biologickych zdrojud jsou zachyceny na obr. 6.1.

Jak bylo zminéno uZ vyse, je formulace procest purifikace produktd vysoce zavisla na druhu
produktu. Kazidy produkt je purifikovan specifickym vicekrokovym postupem. Zakladni schéma
uvedené na obrazku 6. 1 je komplexni. Typicky pfiklad ¢innosti pfi purifikaci je zachycen na obr. 6.2. Je
zde uveden proces purifikace glykosylovaného rekombinantniho interferonu (velikost kolem 28 kDa)
produkovaného v savcich burikach.

Jakmile jsou objem a koncentrace produktu definovany, mlze zacit purifikace. K separaci
proteinll na zakladé Sirokého spektra rlznych fyzikdlné-chemickych kritérii (velikost, naboj,
hydrofobicita, rozpustnost) existuje celd fada dostupnych metod.

Obr. 6.1: Zakladni ¢innosti pfi purifikaci biofarmaceutickych makromolekul

Odstranéni castic

v

Koncentrace

v

Zachyceni/Prvotni purifikace

Y

Prabézna purifikace
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y

Konecna purifikace

y

Sterilizace/Formulace

6.3.1. Filtrace/centrifugace

Produkty biotechnologického primyslu jsou separovany z biologickych systémda, které obsahuji
suspendovany cdsticovy material (a to celé bunky), lyzované burky (a fragmenty rozbitych bunék),
které vznikaji poté, co jsou burnky degradovany, aby se z nich uvolnil vnitrobunécny protein. Vétsina
purifikacnich procesli proto pocita s alesporn jednim krokem, ve kterém jsou takové CcCastice
odstranény nebo koncentrovany. Nejcastéjsi metodou je centrifugace nebo filtrace (ultrafiltrace,
diafiltrace a mikrofiltrace). Cena a efektivita takovych metod je vysoce zavisla na fyzikalni povaze
Casticového materiadlu a produktu.

Filtrace. Filtraci Ize zkoncentrovat biomasu pred jeji dalsi purifikaci. Pro ucely oddéleni bunék
od média bylo vyvinuto nékolik filtracnich systému, z nichZz nejuspésnéjsi je tangencialni pratokovy
systém. Pfi ném je tvorbé nanosi na membrané, tvorbé gelové vrstvy a polarizaci zabranéno
vysokymi stfiznymi silami. Pti ultrafiltraci je smés molekul rlznych molekulovych separovana
protlacovanim dispergovaného materidlu pres membrany s péry definované velikosti. V principu je
ale ultrafiltraci moZzno dosahnout jen nizkého stupné purifikace, pouZivd se spi§ ke koncentraci
makromolekul nebo kvyméné vodné faze, ve které jsou Castice dispergovany nebo molekuly
rozpustény v médiu, které je vhodnéjsi pro dalsi purifikacni kroky.

Centrifugace. Subbunécné ¢astice nebo organely suspendované ve viskdzni tekutiné je nesnadné
separovat v jednom kroku centrifugace nebo filtraci. Ale je moZné je pouzit centrifugace pfi rdznych
rychlostech. Jadra bunék lze naptiklad ziskat centrifugaci pfi 400 g po dobu 20 minut, vezikuly
plasmatické membrany je tfeba oddélit pti vyssich otackach a za delsi dobu centrifugace. Izopyknickd
centrifugace do rovnovahy je velmi ucinnym separa¢nim nastrojem. V laboratornich podminkach se
vyuziva jak kontinudlniho, tak i diskontinudlniho hustotniho gradientu. V pramyslovych aplikacich se
vyuziva diskontinudlnich gradientd k ziskani precipitovanych proteini nebo naopak kontaminujicich
slozek.

6.3.2. Precipitace

Rozpustnost proteinG zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech prostfedi, napf. pH, sloZeni a
iontové sile roztoku. KdyZ budeme pomalu zvysovat iontovou silu roztoku se smési proteint, dojde
k selektivni precipitaci jednotlivych proteind. Tento fenomén se oznacuje jako ,vysolovani“. Existuje
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fada latek, které maji odliSny vysolovaci potencial. Dvé série latek s rostouci vysolovaci schopnosti
jsou uvedeny niZe, jedna pro negativné (1) a druha pro pozitivné (1) nabité molekuly:

(1) SCN, I, CLO4, NO3, Br,, CI, CHsCOO", PO.*, SO4*
() Ba?*, Ca?*, Mg¥, Li*, Cs*, Na*, K*, Rb*, NH4*

Velmi ¢asto se pro vysolovani protein(i pouZiva siran amonny.

Dalsim zpUsobem, jak precipitovat proteiny je pouZiti organickych rozpoustédel misitelnych
svodou. Vtomto ptipadé dochazi ke zméné dielektrické konstanty. Prikladem takovych latek je
polyethylenglykol a kyselina trichloroctovd. Za urcitych podminek precipituji také chitosany a
neiontové polyoxyethylenové detergenty.

Precipitace je jednoducha a relativné ekonomicka technika, kterou Ize snadno prevadét z malych
do velkych objem(. PouZivaji se ¢asto k izolaci protein( ze supernatantu bunécnych kultur. Precipitace
ale neni pro Ucely purifikace dostacujici, protoze se spolu s pozadovanou latkou srazi i latky
kontaminujici. S velkym mnoZstvim precipitatu se rovnéz ¢asto nesnadno manipuluje. Precipitace je
presto Casto pouZivana metoda, zvlasté u nékterych aplikaci.
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Obr. 6.2: Proces purifikace glykosylovaného rekombinantniho interferonu A = adsorpce, DF =

diafiltrace, F = filtrace, TFF = tangencialni prltokova filtrace, UF = ultrafiltrace
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Farmaceuticka vyroba

Biologicky aktivni latky tvofi rozsahlou skupinu sloucenin se specidlnimi funkcemi, které jsou

v podminkach in vivo fizeny pfevainé malymi zménami v jejich okoli. Proto mohou mit zmény pH,

iontové sily, koncentrace kovovych iontli, kofaktorl atp. nasledek velké ovlivnéni izolovanych

biologicky aktivnich molekul. Aby béhem izolace nedochazelo ke ztratam jejich biologické aktivity, je

nutné pouzit pokud mozno co nejmirnéjsi separacni metody. Vyvoj Gcinnych izola¢nich metod, jako

jsou gelova, ionexova, (bio)afinitni aj. chromatografie a nejrlzné;jsi typy elektroforéz, umoznil vyvoj

celé fady novych odvétvi chemie. Bez rozvoje téchto metod by nebyl moZny napf. soucasny rozvoj

chemie proteind a nukleovych kyselin se vsemi vyznamnymi dudsledky pro molekularni biologii,

genové inZenyrstvi, imunochemii aj. odvétvi. Jejich dalsi rozvoj neni moiny bez dostate¢ného
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mnozstvi enzymu, transportnich a regulacnich proteinl, kofaktor( a jinych pfirodnich biologicky
aktivnich sloucenin.

Pfi preparativni chromatografii jsou molekuly separovany na zakladé rozdila v distribuci mezi
dvéma fazemi, z nichZ jedna je staciondrni (vétSinou pevna faze) a druhd mobilni. Mobilni faze mize
byt bud kapalina, nebo plyn. V soucasnosti jsou témeér vSechny pevné fdze umistény v koloné a
mobilni faze prochazeji skrz pevnou fazi pomoci tlaku. Procesy purifikace vyuzivaji povétsinou dva az
tfi chromatografické postupy. V tabulce 6.3 je prehled chromatografickych metod vyuZivanych pfi
purifikaci biotechnologickych produktu.

Koncentrace biologicky aktivnich latek ve vychozim materialu byva obvykle nizka, navic ve smési
s velkym poctem podobnych latek. S vyhodou se proto jako prvni purifikacni stupen izolace voli
adsorpce. Je-li k dispozici specificky sorbent, schopny vyvazovat izolovanou biologicky aktivni latku
na zakladé jejiho biospecifického komplexu, s vyhodou volime jako prvni stupen (a nékdy i jako jediny,
to v zavislosti na ucinnosti procesu purifikace) biospecifickou afinitni chromatografii. Protoze pfi
fyziologickych hodnotach pH je vétsina protein( nabitd negativné, vyuZiva se pro jejich izolaci sorpce
na anex. Dal$im stupném potom muiZe byt gelova chromatografie délici na zakladé rozdila
v molekulové hmotnosti nebo néktera z elektroforetickych metod vyuzivajici rozdilu v elektrickém
naboji.

Izolaci Cisté biologicky aktivni latky dosahujeme nej¢astéji kombinaci nékolika separacnich
metod. PFi volbé purifikacniho schématu bychom méli dbdt na to, aby se neopakovaly metody
zaloZené na stejném délicim principu.

Stacionarni faze pfi chromatografii. Chromatografické postupy jsou u purifikaénich postupt

Casto onim rychlost-limitujicim krokem. DUlezitym primarnim faktorem, ktery ma vliv na rychlost
procesu, je transport délenych castic do pdrl materidlu stacionarni faze. Jako adsorbenty slouzi
anorganické materialy typu silikagelu, sklenénych kulicek, hydroxyapatitu, rlznych oxida kovl (oxid
hlinity) a organickych polymerd (dextrany, celuléza, agardza). Separace probiha na zakladé
diferencialni interakce jednotlivych sloZzek vzorku s chromatografickym médiem. Na interakci se
podili iontové skupiny (napt. aminy nebo karboxyskupiny), dipolarni skupiny (karbonylova skupina) a
skupiny poskytujici vodikové vazby a skupiny akceptorové.

Stacionarni faze uzivané pro chromatografickou separaci velkych objem( se v poslednich
desetiletich velmi rozvinuly. Kromé konvencnich systém( se objevila technika tzv. perfazni
chromatografie, pfi které mobilni faze protéka skrz velké péry uvnitf solidni faze (obr. 6.3). Perfuzni
chromatografie je rychlej$i a i pfi vyssi rychlosti mobilni faze si zachovava stejnou rozliSovaci
schopnost a vazebnou kapacitu. DalSim vyvojem vtomto sméru jsou spirdlné stocené kolony
s vysokym pritokem, velkou kapacitou a dobrou efektivitou zachycovani ¢astic.

Idedlni stacionarni faze musi mit fadu charakteristik, napf. vysokou mechanickou odolnost, vysokou
porozitu, 7adné nespecifické interakce mezi proteinem a podpurnou fazi, vysokou kapacitu,
biokompatibilitu a vysokou stabilitu matrice v rlznych rozpoustédlech. Predevsim stabilita matrice
v rliznych rozpoustédlech je nezbytna u téch kolon, které se pouzivaji k pripravé klinickych materialG a
musi byt v pravidelnych intervalech C(Cistény, zbavovany pyrogennich latek, dezinfikovany a
sterilizovany. Mnoho z uvedenych kritérii splfiuje vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC).
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Tabulka 6.3: Casto pouzivané separalni postupy a jejich fyzikdIni principy

Separacni technika Model/princip Parametr separace

Membranova separace Mikrofiltrace Velikost
Ultrafiltrace Velikost
Dialyza Velikost
Centrifugace Izopyknicka Denzita
Izokinetica Denzita

Extrakce Fluidni extrakce Rozpustnost

Extrakce tekutina/tekutina Fazové rozhrani, zména
rozpustnosti
Precipitace Frakéni precipitace Zména v rozpustnosti
Chromatografie lontoménicova Naboj
Gelova filtrace Velikost
Afinitni Specifické interakce ligand-

substrat

Hydrofobni interakce Hydrofobicita

Adsorpce Vazba kovalentni/nekovalentni

Mobilni faze musi byt volena tak, aby dochdzelo k co nejmensim ztratam biologické aktivity
purifikovaného proteinu. Pfi HPLC se vyuzZivaji staciondrni faze s malymi péry. Tyto €astice jsou malé,
pevné a maji presnou velikost, kterd zajistuje velky celkovy povrch; ani vysoky tlak tyto castice
nedeformuje. Mobilni faze je protlacovana kolonou za vysokého tlaku. Reverzni HPLC systémy
vyuzivaji méné polarni stacionarni faze nez je faze mobilni, jsou pouZivany pfi velkoobjemovych
purifikacich a mohou byt vyuzity jak k purifikaci, tak i ke koncentrovani produktu. HPLC je relativné
drahd a neni tudiZz vhodna pro velkoobjemové separace.

Plastové kolony musi byt pouzivany jen pfi nizkém tlaku. Na druhou stranu jsou takové kolony
rezistentni vici vSem pufrim na rozdil o vysokotlakych kolon sestrojenych z nerezavéjicich kovovych
materialQ. Plastové kolony jsou komeréné dostupné a umoziuji purifikaci proteinu v jediném kroku,
vysledk( Ize dosahnout rychle a s vysokym rozlisenim.
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Obr. 6.3: Struktura konvencnich chromatografickych ¢astic a ¢astic vyuzivanych pfi perfuzni
chromatografii

Konvenéni chromatografie Perfuzni chromatografie

® @

Adsorpcni_chromatografie. Adsorpéni chromatografie se oznacuje také jako chromatografie

na ,normalni fazi“. Pfi tomto typu chromatografie je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni.
Proteiny se selektivné vazi ke statické matrix za jednéch podminek a uvolfuji za jinych podminek.
Pti adsorpcni chromatografii je moZzné nandaset na stacionarni fazi velké objemy vzorku. V principu je
tato metoda prevoditelna na velkd mnozZstvi pfi nizkych nakladech.

lontoménicova (ionexova) chromatografie. Jejim zakladem je vratna vyména iontd mezi mobilni

kapalnou a staciondrni fazi ionexd. Nerozpustna matrice obsahuje kovalentné vdzané nabité castice,
které pritahuji opacné nabité ¢astice mobilni faze. Tyto opacné nabité ionty se mohou reverzibilné
vymeénovat s jinymi ionty stejného naboje. Jestlize matrice obsahuje pozitivné nabité skupiny, pak se
na ni adsorbuji negativné nabité ionty a tento ionex se nazyva anex (anion exchanger). V opacném
pfipadé obsahuje matrice zdporné nabité skupiny, vdZou se na ni kationy a ionex se oznacuje jako
katex (cation exchanger). Jako materidl pro ionexy se tradi¢né pouziva riizné modifikovana celuléza
(CM-celuldza: karboxymethyl —OCH,COO", SE-celuldéza: -OCH,-CH,-SO37, P-celuldza: -O-PO5;’, DEAE-
celuldza: diethylaminoethyl —O-CH,-CH,-N*-(C;Hs),, QAE-celuldza: kvarterni arylaminoethyl — O-CH,-
CH2-N*-(C3Hs)s, a jiné). Pro primyslové poufZiti jsou tyto materidly vhodné pouze pro vsadkové
procesy, nebot je komplikovana regenerace kolony do plvodniho stavu. Pouzivaji se i matrice
zaloZené na Sephadexu, také pro vsadkové procesy. Vhodné je i poufZiti ionexi odvozenych od agarozy
(Trisacryl, Fractogel...). PouZivaji se i ionexy zaloZzené na bazi kfemicitanl a syntetickych polymerd,
napf. polyakrylatQ. Pfi iontoménicové chromatografii je mozné pouzit také tzv. ,negativniho modu®,
tedy postupu, pti kterém se na kolonu vazi kontaminujici slozky, kdeZto protein ji naopak protéka.

lonexova chromatografie patfi mezi nejrozsirenéjsi metody, které byly a jsou pozivany pro izolace
nejriznéjsich biologicky aktivnich latek (enzymy, nukleové kyseliny, antibiotika, vitaminy, nukleosidy a
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nukleotidy, lipidy, aj.). Objemy pfi iontoméni¢ové chromatografii Ize snadno navysit.

Je také mozné, aby mobilni faze protékala kolonou jako postupny nebo skokovy gradient roztoku
soli nebo jako roztok s ménici se hodnotou pH. Napf. glykosylované proteiny jsou eluovany v relativné
Sirokém spektru hodnot pH a to az do dvou jednotek pH.

PFi purifikaci protein( Ize s vyhodou vyuZit fizenou mutagenezi a vloZit do proteinu dodatecné
aminokyseliny, které zméni jeho elu¢ni vlastnosti. Vhodné se k tomuto Ucéelu pouZivaji molekuly
argininu, které zajisti rekombinantnimu proteinu schopnost vazat se na katex za uplné jinych
podminek nezZ ostatni proteiny.

Afinitni_(bioafinitni, imunoafinitni) chromatografie je zaloZena na vyjimecné vlastnosti

biologicky aktivnich latek tvofit pevné specifické reverzibilni komplexy s jinymi komplexotvornymi
slou¢eninami, tzv. afinitnimi ligandy. Principem izolaéni metody je interakce izolovaného proteinu
s ligandem vazanym na pevny nosic. Pro purifikaci protein( je to velmi G¢inna metoda.

Jako ligand muiZe byt pouZita kazdd sloucenina, kterd sdanou izolovanou latkou tvofi
biospecificky reverzibilni komplex — musi obsahovat funkéni skupinu, kterou se kovalentné vaze
na pevny nosi¢ a musi mit dostatecnou afinitu k izolované latce. Ligandy mohou byt skupinové
specifické nebo obecné. Prikladem tvorby komplexd mohou byt dvojice enzym — substrat, kofaktor —
efektor, protildtka — antigen, hormon — receptor apod.

Pro ucely separace se pfi afinitni chromatografii nejcastéji pouZivaji

» imobilizované pyridinové nebo adeninové nukleotidy nebo barviva s antrachinonovou
strukturou (Procion Blue, Brown, Red, Green, Cibacron Blue, ...) pfedevsim pro separaci
dehydrogenaz a kinaz,

» imobilizovany hemoglobin nebo kasein pro proteolytické enzymy,

> organortutné derivaty pro izolace merkaptosloucenin,

> imobilizované lektiny pro izolace glykoproteind, povrchovych bunéénych receptord nebo
celych bunék,

> imobilizované kovové ionty, napf. Zn** nebo Ni?*, pro separaci proteind.

> Jako pevny nosic¢ se pouZiva Sephadex nebo Trisacryl.

Proteiny se k afinitnim kolonam vazi prevadiné za fyziologickych podminek. Kontaminanty jsou
odstranény intenzivnim promyvanim matrice a Cisty protein je ziskdvan poté, co se do mobilni faze
pfida cinidlo kompetujici sligandem o vazebna mista na pevné fazi nebo po zméné fyzikdlnich
podminek (napf. pH eluentu), které vedou ke zméné vazebnych schopnosti proteinu.

Priklady afinitni chromatografie aplikované na proteiny

» Vazba glykoprotein(i na imobilizované lektiny (eluentem muzZe byt cukr)

Vazba serinovych protedz na imobilizovany lyzin (eluentem muze byt lyzin samotny)
Protilatka a imobilizovany protein A, ktery se vaZze na Fc fragment protilatky
Protilatka a imobilizovany protein G, ktery se taky vaze na Fc fragment protilatky

YV V V VY

Hormony a rlstové faktory a jejich imobilizované receptory nebo kratké peptidy tyto
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receptory napodobujici

Nékteré proteiny maji vysoce selektivni vazebné schopnosti na komercéné dostupné latky.
PFi vyrobé farmaceutickych pripravkl je tfeba zajistit, aby tyto latky nebyly karcinogenni a aby se
bé&hem chromatografie neuvolfiovaly do mobilni faze.

Tzv. fazni rekombinantni proteiny jsou exprimovany s partnerskym haptenem, prostfednictvim
kterého se jakykoli protein muize afinitné vazat ke specifickému ligandu. Po vycisténi je fuzni partner
odstépen specifickou proteazou a hapten je pak odstranén jinou metodou.

Tzv. imunoafinitni chromatografie vyuziva schopnosti protilatky vazat se ke svému specifickému
epitopu. Metoda je pouzitelnd k purifikaci protilatky nebo i antigenu, zalezi na tom, co pfipojime
k pevné fazi. Kvyhodam imunoafinitni chromatografie patfi vysoka specificnost a spojeni
zkoncentrovani a purifikace do jednoho kroku. Nevyhodou je nékdy velmi silnd vazba protilatky
k antigenu. Kimunoafinitni chromatografii je zapotfebi mit specificky ,receptor”, coz mlze Cinit
problémy pfi pfechodu na vétsi purifikacni objemy a komercionalizaci.

Imunoafinitni chromatografie byla vyuZita k purifikaci napt. interferon(, urokinazy, faktoru VIII:C,
erytropoetinu, interleukinu 2, lidského faktoru X a rekombinantniho aktivatoru tkarového
plasminogenu.

Jako nova metoda, vyuzivana zatim prevainé v laboratornim méfitku se pouZiva vysokoucinna
bioafinitni chromatografie (HPLAC) — plné automatizovany systém pracujici za zvySeného tlaku.
PFi této metodé je mozno mimo jiné dosahnout lepsiho rozliseni nez pfti klasickém zpUsobu.

Hydrofobni chromatografie. Principem této metody je déleni na normalni fazi, rozpoustédlem je

tedy voda. Za fyziologickych podminek je vétSina hydrofobnich aminokyselin zanofena uvnitf
proteinové globule a jen mala ¢ast je jich vystréena na povrch. Naopak hydrofilni aminokyseliny se
velmi ochotné spojuji s okolnimi molekulami vody. Vysoké koncentrace soli sniZuji hydrataci proteinu
a na jejich povrchu se objevuje vice zbytkd hydrofobnich aminokyselin.

Hydrofobni chromatografie je zaloZena na nekovalentnich a ne-elektrostatickych interakcich mezi
proteiny a stacionarni fazi. Hydrofobni charakteristiky rozpoustédla Ize modulovat koncentracemi
anorganickych soli. Casto se pouzivd siran amonny nebo chlorid sodny. Pokud je koncentrace soli
vysoka (az nékolika molarni), jsou proteiny k hydrofobnimu povrchu matrix pfitahovany. S klesajici
koncentraci soli afinita proteinu k pevné fazi klesa a proteiny jsou postupné vymyvany.

Metoda sice nema tak vysokou rozliSovaci schopnost jako RF-HPLC, ale pouzité chemikalie jsou
vicéi délenym proteinGm mnohem méné agresivni, umozZnuje obvykle ziskat vysoké vytézky
neposkozenych spravné sbalenych protein(. Je idedlni ji v purifikaénim schématu zaradit
za iontoménicovou chromatografii, pfi které je protein obvykle eluovan v prostiedi s vysokou
iontovou silou.

Gelova chromatografie. Déleni je pfi této metodé zaloZzeno na rozdilné velikosti a tvaru

jednotlivych latek (obr. 6.4). Oznacuje se jako GPC (gelova permeacni chromatografie) nebo SEC (Size
exclusion chromatography nebo Steric exclusion chromatography) nebo taky jako gelova filtrace.
Stacionarni faze je tvorena poréznim materidlem, pro biologicky aktivni latky nejcastéji gelem, jehoz
inertni zesiténa polymerni matrice je nasycena kapalinou, nej¢astéji vodou. Stejna kapalina pak muize
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byt pouZzita i jako mobilni faze. Pfi prlchodu smési latek touto porézni stacionarni fazi dochazi k tomu,
Ze malé molekuly jsou schopny difundovat dovniti pérd matrice a jejich pohyb je tedy zpomalen,
zatimco velké molekuly se nezachyti a prochdzi matrici rychleji — ¢im vétsi molekula, tim rychleji
prochazi ven z kolony. Postupnym promyvani mobilni fazi se ven z kolony vymyji i malé molekuly.
DuleZité je, aby mezi délenym roztokem a matrici nedochazelo k Zadnym vazbam nebo k denaturaci
déleného materidlu.

Jako materidl na gelovou filtraci se tradiéné pouziva zesitovany dextran (Sephadex) nebo
polyakrylamid (BioGel P), které jsou vhodné pro laboratorni méritko, ale pro vyrobni potreby jsou
prilis ,,mékké” — v pramyslu se pouzivaji rigidnéjsi gely, napf. Sephadex G25 nebo G50, Sephacryl
(dextran + PAD), Superdex (dextran + agardza), Ultrogel AcA (agarosa + PAD) Superosa (zesitovana
agardza), Cellufin (celuldza) aj. Nékdy se pouzivaji i materidly zaloZzené na silikagelu nebo poréznim
skle, ale ty nejsou vétsSinou pfiliS vhodné pro biologické izolace — jejich povrch je hydrofobni, proto
nezfidka dochazi k ireverzibilni vazbé proteind na povrch matrice a uvolnéni z matrice muize probihat
pouze za podminek hrozicich denaturaci. Reenim je modifikace tohoto materidlu hydrofilnim
polymerem, ktery muzZe byt dale derivatizovan vhodnymi skupinami.

Pro primyslové vyuZiti je metoda obvykle nepouzitelnd, protoZe je pfi ni na maly vzorek
zapotiebi velké kolony. Pouziva se v pozdéjsich fazich purifikace, kdy je uz protein dostupny ve velmi
koncentrovaném stavu. Jako konecny krok purifikace se hodi proto, Ze je pfi ni protein preveden
do vhodného pufru, ktery se pouziva pred finalni preparaci produktu. Vtéto fazi uz neovlivni
konecnou Cistotu proteinu.

Obr. 6.4: Schématické znazornéni principu gelové filtrace

Zesitované Castice gelu

Malé molekuly mohou
Lvstoupit” dovnitf

./

Velké molekuly nemohou
,vstoupit” dovnitf
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Vysokotlakda kapalinovd chromatografie v reverzni fazi. Tato metoda (reversed-phase high

performance liquid chromatography, RP-HPLC) vyuZivd hydrofobnich vlastnosti proteind. Funkéni
skupiny na pevné fazi obsahuji jeden aZ osmndct atom@ uhliku na uhlovodikovém fetézci. Cim delsi
retézec je, tim hydrofobnéjsi pevna faze je. Proteiny vdzané na matrix jsou z ni uvolnény pouzitim
mobilni faze s jesté vétsi hydrofobicitou. Vétsinou se pouziva acetonitril nebo etanol. Technika je
velmi citliva, dokdze odliSit molekuly s jedinym atomem kysliku navic, kdyz napfiklad dojde k oxidaci
jediného zbytku methioninu nebo kdyz dojde k hydrolyze aminoskupiny na glutaminu nebo
asparaginu. Hydrofobicitu proteinu méni taky vytvoreni disulfidické vazby. Metodu je tedy kromé
studia homogenity proteinového izolatu vyuZit taky ke sledovani degradace pfipravku napf. pfi
dlouhodobém skladovani. Vysokoucinna kapalinova chromatografie pracuje v plné automatizovanych
zafizenich, které vyuzivaji k pohybu mobilni faze zvySeného tlaku, coz vede k lepSimu rozliSeni nez pfi
klasickém zpUsobu chromatografie.

Kolony s rozsirenym filtrem. Jak uz bylo feceno dfive, jsou purifikacni schémata zaloZena

na nékolika za sebou sefazenych protokolech. To ovSsem jednak zvysuje cenu za purifikaci, ale navic
zvysuje ztraty, protoze v kazdém purifikaénim kroku se ¢ast produkce ztrati. Proto se stale vyvijeji
postupy, které maji celou purifikaci zjednodusit. Konvenénim formatem adsorpcni chromatografie
jsou tzv. ,packed columns” neboli kolony s pevnym filtrem. V téchto typech kolon ale zlstava cast
materidlu uchycena ve vstupni ¢asti filtru a doslova ho ucpavd. Tomu lze zabranit pouzitim pre-filtru
spory o priméru 0,2 um. DalSim feSenim je pouZiti tzv. ,expanded columns” neboli kolon
s rozSifenym nebo taky tzv. fluidnim filtrem (obr. 6.5).

Rozsifeny filtr nemd &astice upéchované ve vrstvach, ale volné se vznasejici v proudici mobilni
fazi. Mobilni faze pUsobi proti gravitacni sile, kterd normalné strhava castice dold. A pokud je rychlost
pratoku mobilni faze spravné vybalancovana s ohledem na velikost Castic, jejich viskozitu a hustotu
mobilni faze, pak se Castice v koloné neusazuji, ale permanentné se vznaseji. Velké castice (napf.
buriky) proudi kolonou ven a neucpavaji ji. Purifikované molekuly jsou naopak selektivné zachycovany
na adsorpcnich casticich. Na takovou kolonu je moZno aplikovat vzorek bez jeho predchoziho
procisténi napt. centrifugaci nebo filtraci, coZ zkracuje proces purifikace a sniZuje cenu. V principu lze
pouzitim rozsifeného filtru dosahnout procisténi vzorku, jeho zkoncentrovani a purifikace v jediném
kroku.

Z technologického hlediska je moZno pouzit stejné kolony jako u aplikaci s pevnym filtrem. Co se
separacniho principu tyce, je nejCastéji vyuzivana iontoménicova chromatografie.

Technika nasla uplatnéni i v primyslovych aplikacich, pfi purifikacich antibiotik, napf.
streptomycinu a novobiocinu.
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Obr. 6.5: Srovnani mezi kolonou s fixnim (A) a rozSitenym (B) filtrem

A B

Bunky prostupuiji filtrem T

bez prekazek é

® 0 OO
%
O

OOO

Castice pevné faze

O
O
OO O

Q)
OO
O O

Zatka vytvorena z
bunék

0000
500

l

Mobilni faze
obsahujici
nerozbité ¢astice

17



Produkce biotechnologickych ldtek a downstream procesy

6.4. Dalsi otazky spojené s produkci a purifikaci proteini
6.4.1. Heterogenita N- a C-konct

Hlavnim problémem spojenym s expresi rekombinantnich proteint je jejich N-konec, ktery
v pfipadé produkce v E. coli zacina formylmetioninem. Pokud exprese proteinu neprobiha spravné,
vznikaji metionylované varianty polypeptidovych retézcli nebo na N-konci chybi jedna nebo i vice
aminokyselin. Tomuto jevu se fika heterogenita N-konct. Tento fenomén je ¢asty u rekombinantnich
protein( citlivych k protedazam, které jsou budto secernovany hostitelem nebo vheseny do média jako
soucast séra. Tyto protedzy odstfihuji aminokyseliny od C- nebo N-konce a vytvafi C- nebo
N-koncovou heterogenitu.

C- nebo N-koncova heterogenita je jevem neZzadoucim, protoZze muzZe zpUsobit problémy pfi
purifikaci a charakterizaci proteinQ. Pritomnost nadbyteénych metionini na N-konci méni sekundarni
a tercidrni strukturu proteind. To mlZe vést ke zméné biologické aktivity a stability a zvySovat
imunogennost proteinu. Kromé toho je N-koncovy metionin, ale i metionin uvniti' fetézce citlivy
k oxidaci.

6.4.2. Chemicka modifikace/konforma¢ni zmény

Ackoli jsou savéi bunky schopny produkovat proteiny strukturdalné shodné s proteiny
endogennimi, je tfeba vidy postupovat obezfetné. Transkripty, které obsahuji kddujici sekvence genl
pro pfislusné proteiny, mohou byt matrici pro konformacni izomery téchto proteind, protoze
neobvyklé sekundarni struktury takovych transkriptd mohou ovlivnit translaci. DalSim faktorem, ktery
je treba mit v patrnosti, je moZna existence ekvilibria mezi pozadovanou pfirozenou formou proteinu
a formami jinymi, napf. dimery. Pro biologickou aktivitu proteint je esencialni jejich spravné sbaleni.
Proto je dulezité stanovit, jestli jsou vSechny molekuly rekombinantniho proteinu produkované
v savCich bunkach opravdu sbaleny do spravné struktury. Nékdy se nesprdvné sbalené proteiny
stanovi snadno, jindy je to obtizné.

Kromé konformacnich zmén mohou byt proteiny v priibéhu purifikace modifikovany proteolyzou,
deaminaci, hydroxylaci nebo oxidaci sulfhydrylovych skupin. Tyto modifikace mohou vést k alespon
Castecné denaturaci. A na druhou stranu mUzZe denaturace proteini vést k chemickym modifikacim.

6.4.3. Glykosylace

Mnoho terapeutickych proteini produkovanych metodami genového inZenyrstvi jsou
glykoproteiny. Pfitomnost a povaha postrannich fetézcl oligosacharidl ovliviiuje fadu duleZitych
charakteristik, napt. polocas proteinu v séru, rozpustnost, stabilitu a nékdy i farmakologicky Gcinek.
Napf. darboetin, geneticky modifikovany erytropoetin 2. generace, obsahuje 80% uhlovodik(, zatimco
pfirozeny glykoprotein jen 40%. To vede k prodlouZeni polocasu po intravendzni aplikaci u darboetinu
z 8 na 24 hodin.

Glykosylace proteinu neni zavisla na sekvenci DNA, je to enzymatickd modifikace
polypeptidového fetézce po translaci a mlzZe byt zavisla na prostiedi uvnitf bunky. Savéi bunky
obecné glykosylaéni mechanismy maiji, ale stejné neni mozné kontrolovat cely proces glykosylace.
Heterogenita glykosylace se projevi na délce postrannich fetézcl, typu oligosacharidu a vlastni
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sekvenci uhlovodiku. Prikladem heterogenity glykosylace u rekombinantnich proteini jsou
interleukin-4, gonddotropin, erytropoetin a tkafovy plasminogenovy aktivator.

Struktura oligosacharid(i a jejich sloZeni se pochopitelné u rdznych expresnich systém lisi.
U hmyzich bunék jsou sekvence zpravidla kratsi, nez je tomu u sav€ich bunék. Rozdily jsou ale také
mezi jednotlivymi druhy bunék savcich.

6.4.4. Proteolyza

Protedzy hraji duleZitou roli pfi Upravach rekombinantnich proteinl, pfi jejich maturaci,
modifikaci a taky pfi izolaci. Protedzy savcich bunék se podileji na sekreci rekombinantnich proteind
do kultivaéniho média. Dochdazi-li k sekreci kotranslacné, pak vnitrobunécny proteolyticky systém
nebezpecny neni.

Proteazy se ale wyliji z bunék, kdyz tyto zahynou nebo jsou poskozeny a lyzuji. Je proto nezbytné
zajistit, aby k poskozovani bunék béhem purifikace nedochazelo. Dalsim zdrojem proteolyzy jsou
slozky média, ve kterém bunky rostou. Sérum obsahuje fadu protedz a zymogenu, které mohou
ovlivnit secernované rekombinantni proteiny. Cinnost protedz lze omezit pdsobenim inhibitord. Je
vhodné kontrolovat integritu rekombinantniho proteinu v kazdém kroku purifikace.

Proteiny jsou mnohem citlivéjsi k plsobeni protedz za zvysené teploty. Purifikace se proto
zpravidla provadéji pfi 4°C. ProtoZe Fada protedz vyuZivd jako kofaktor Ca?*, pfidavaji se
do purifikaénich sloZek chelataéni ¢inidla, kterd Ca?* vychytévaji.

6.4.5. Tvorba inkluznich télisek

V cytoplasmé bakterii vytvareji proteiny husté, zrnité inkluze, tzv. inkluzni téliska. Inkluzni téliska
se Casto tvofi v bakteridlnich burikach, které exprimuji velkd mnoZstvi rekombinantniho proteinu.
V elektronovém mikroskopu lze inkluzni téliska pozorovat jako velké husté utvary casto pres cely
pramér bunék. Inkluzni téliska jsou amorfni proteinové agregaty drzené pohromadé kovalentnimi i
nekovalentnimi vazbami. Mnozstvi protein( uloZzenych v inkluznich téliskach nelze zméfit primo, takze
neni mozno ani presné zméfit mnozstvi ,vytézeného” proteinu. Inkluzni téliska jsou nerozpustné
komplexy, coz mUze pti velkoobjemovych vyrobach byt fataini.

Existuji ale postupy, kterymi je mozno z inkluznich télisek ziskat pIné funkcni struktury proteind.
Nejprve je nutné rozbit bunky a inkluzni téliska uvolnit. Poté nasleduje rozpusténi inkluzi, coz je ale
vétSinou spojeno svelkym navySenim objemu izolatu. Zpravidla se inkluzni téliska rozpoustéji
v denaturacnich cinidlech, napf. SDS, mocoviné nebo guanidium chloridu. Bakteridlni expresni
systémy zpravidla nedokazi vytvaret disulfidické mustky, opétovné sbaleni proteinu (tzv. re-folding) je
tedy tfeba provadét v oxidativnim prosttedi. Proces se oznacuje taky jako renaturace proteinu. Oviem
molekul. Poté, co je protein solubilizovan, pouzivd se kdalsi purifikaci konvencnich
chromatografickych postup.

Ackoli se agregované struktury jevi na prvni pohled jako neZadouci, mohou byt vyhodné
v takovych pfipadech, kdy je protein mozno rozbalit a zase spravné sbalit. Inkluzni téliska je totiz
mozné snadno izolovat v Cistoté pfesahujici 50%. Agregované struktury jsou taky odolné k protedzam.
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6.5. Shrnuti kapitoly

Pro dosazeni optimalnich rlstovych podminek v bioreaktoru je tfeba zabezpecit vhodné sloZeni
Zivného média. Média pouZivana ke kultivaci bunék jsou komplexni a sestavaji ze smési riznych
slozek, z nichz vétSina je dostupnd jako komercni preparaty, které staci jen rozpustit ve vodé a
sterilizovat. V pripadé savcich bunék tvori vyznamnou slozku média fetalni teleci sérum, jehoz slozeni
byva velmi proménlivé. Proto byla vyvinuta tzv. sérum-free média, ktera sérum neobsahuji. Obecnym
trendem je vytvaret média takova, ktera slozité nedefinované slozky neobsahuiji.

Kvalita se obvykle vyjadFuje v terminech &istoty a reprodukovatelnosti. Cistota farmaceutickych
pripravkl je vétsinou vyssi nez 99%, pokud jsou podavany parenteralné. Ke kontaminujicim slozkam
patti viry, bakterie, bunécna DNA nebo proteiny.

Procesy purifikace biotechnologickych procest jsou zpravidla finanéné naroc¢néjsi nez procesy
samotné vyroby rekombinantniho produkéniho organismu. Vyvoj procesu purifikace ma dvé stadia —
formulace (design) a zvyseni objemu (scale-up). Vytvoreni spravného purifikacniho postupu je
usnadnéno, kdyZz se podafi definovat hlavni kontaminujici slozky a popsat fyzikalni charakteristiky
produktu. Jakdkoli substance, kterd se aplikuje injekéné, musi byt sterilni a prostd pyrogennich latek,
respektive pyrogenni latky musi byt pritomny v podlimitnich mnozstvich, kterd jsou definovdna
v lékopisu podle typu produktu.

K separaci proteind na zakladé rlGznych fyzikalné-chemickych kritérii (velikost, naboj,
hydrofobicita, rozpustnost) existuje cela rada dostupnych metod. Vétsina purifikacnich procest pocita
s alespon jednim krokem, ve kterém jsou odstranény celé nebo lyzované buriky, nejcastéji se pouziva
centrifugace nebo filtrace.

Zavislosti rozpustnosti proteint na fyzikalné-chemickych vlastnostech prostredi se vyuziva pfi
jejich precipitaci. Proteiny Ize precipitovat také pomoci organickych rozpoustédel misitelnych s vodou.
Precipitace je jednoducha a relativné ekonomicka technika, kterou lze snadno prevadét z malych
do velkych objem(. PouZivaji se ¢asto k izolaci protein(i ze supernatantu bunécnych kultur.

Chromatografické metody (adsorpcni, gelova, ionexovd, afinitni, hydrofobni) vyuzZivaji té
skutecnosti, Ze biologicky aktivni latky tvofi rozsdhlou skupinu sloucenin se specialnimi funkcemi,
které jsou v podminkach in vivo fizeny malymi zménami v jejich okoli. Proto mohou mit zmény pH,
iontové sily, koncentrace kovovych iontli, kofaktorli apod. za nasledek velké ovlivnéni izolovanych
molekul. Pfi chromatografii jsou molekuly separovany na zékladé rozdil( v distribuci mezi dvéma
fazemi, z nichZ jedna je stacionarni a druhd mobilni. V soucasnosti jsou témér vSechny stacionarni
faze umistény v koloné a mobilni faze prochazeji skrz pomoci tlaku. Procesy purifikace vyuZivaji
povétSinou dva aZ tfi chromatografické postupy. Obecné plati, Zze pfi volbé purifikacniho schématu
bychom méli dbat na to, aby se neopakovaly metody zaloZzené na stejném délicim principu.

PFi purifikaci proteint se setkava biotechnolog s komplikujicimi prvky jako je heterogenita N- a C-
konct, zména konformace, proteolyza, deaminace, hydroxylace nebo oxidace sulfhydrylovych skupin.
Specifickou pozornost je treba vénovat glykosylovanym proteinim jejichz oligosacharidova slozka je
u raznych expresnich systému rlizna.

V cytoplasmé bakterii vytvareji proteiny inkluzni téliska. Ta se Casto tvori také v bakteridlnich
burikach, které exprimuji velkd mnozstvi rekombinantniho proteinu. Ackoli se inkluzni téliska jevi jako
nezadouci, mohou byt vyhodné tehdy, kdyzZ je protein mozno rozbalit a zase spravné sbalit. Inkluzni
téliska je mozné snadno izolovat v Cistoté presahujici 50% a jsou taky odolna k protedzam.
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6.6. Priklady a ulohy k zamysleni

1) Z uvedeného seznamu dekontaminacnich metod vyberte ty, které jsou vhodné k odstranéni
virll, bakterii, kontaminujici DNA nebo proteinu:

> Filtrace pres 0,2 um filtr
> Nanofiltrace
» Chromatografie

2) Prifadte vhodny zpUsob sterilizace pfislusného materialu

Metoda Material
sterilizace horkym vzduchem pfi 180°C Zivna média
autoklavovani Antibiotika
filtrace Sklenéné nastroje

3) lJestlize v jednom mililitru lidské krve je obsaZeno pfiblizné 4 az 10 miliontd leukocytd, kolik pg
DNA je mozno maximalné izolovat z 200 pl plné krve? Pfitom jeden leukocyt obsahuje DNA
o celkové délce 2,9 miliardy nukleotidd, a Ze priamérna molekulovd hmotnost jednoho
nukleotidu je 330.

4) Jaké mnozstvi vodného roztoku gentamycinu o zasobni koncentraci 50mg/ml pouiZijete
k dekontaminaci 1 000 ul bunécné kultury od mykoplasmat, jestlize pracovni koncentrace
antibiotika ma byt 100 pg/ml ?

5) Jaké mnoiZstvi bunécné kultury (v litrech) potrebujete k ziskani 5g rekombinantniho proteinu,
jestliZe jste dokdazali z 500 ml kultury izolovat 100 mg tohoto proteinu?

6) Pri jakych otackach budete separovat bakteridlni bunky od Zivného média, jestlize mate
provadét centrifugaci pfi 1 000g po dobu 10 minut a mate k dispozici centrifugu s rotorem

o poloméru 10cm?

7) Jestlize se kvasinky usazuji v centrifuze o poloméru 10 cm pfi 2 500 rpm, jakd je hodnota
relativniho odsttedivého zrychleni, ktera na né plsobi?
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