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1 Rekombinans inzulin [1]

Az elgy engedélyezett rekombinans human gydgyszerkészjtraéninzulin volt. Az
inzulin a szénhidrat metabolizmusban részévelrormon, mely a hasnyalmirigyben
termebdik, ahonnan aztan a vérbe kertl. Ha a hasnyalynirggn képes inzulin termelésre, az
cukorbetegséget eredményez, mely inzulin adagdlassasolhaté. A rekombinans uton
tortérd termelés ditt a hormont diszndk és tehenek hasnyalmirigyétyerték. Bar ezen
allatok inzulinja biolégiailag aktiv az emberbenmiaosav sorrendje nem azonos az
emberiével. Ez néhany betegben antitest temést valtott ki, mely akar sudlyos
immunreakciéhoz is vezethetett. Mivel a rekombinémzulin azonos a nem cukorbeteg
emberben termétiével, az immunreakciot nem valt ki.

Emlésdkben az inzuliprepro-hormonkeéntermebdik, mely a plazmamembranon at kerdl
kivalasztasra. Aprepro forma olyan aminosavakat is tartalmaz, melyek senek jelen az
érett hormonban. Apre szekvencia az N-terminalis végen talalhatd, és ebhérfe
kivalasztdsaban van szerepe, migra szakasz a fehérje kdzepén helyezkedik el, és a
polipeptid lanc végs szerkezetének kialakitasahoz, azaz a megfetsomagolashoz
szlikséges. A kivalasztas és csomagolas afate@o formabdl érett hormon lesz, létrejon a
diszulfid-hidakkal kapcsolt szerkezet, mely egysfe@y B lancot tartalmaz. A polipeptid lanc
daraboldsat protedzok végzik. A rekombinans ingeidimelés megvaldsitasanaks f
problémaja ennek az érett formanak a kialakitasia &a el megkozelitésben olyan DNS
szakaszokat szintetizaltak, melyek kulon tartald@aziz A illetve a B lanc oligonukleotidjait
(a komplementer szélakat is megszintetizaltak) keiz&ulon-kilon expresszios vektorokba
ligaltak, agy, hogy az inzulin szakas#3ayalaktozidaz §-gal) enzim génjéhez kapcsolédott
és kozottuk egy metionin kod volt (1. abra). Az mgszios vektorokaEsherichia coba
transzformaltak, melyek intracellularisan valagéiotki ap-gal — inzulin fehéréjét. Mivel az
inzulin nem glukoprotein, ag.coli képes a megfelébn mikodé molekula termelésére (&
Colival eballitott hormon markaneve a Humulin, mig az ékészedeiié Novolin). A sejteket
feltartak, majd a fehérjéket tisztitottdk, majd GNBB kezelésnek vetették ala, mely a
metioninok utan hasit, igy a az inzulin lehasad®-@alaktozidazrol. Mivel az inzulin nem
tartalmaz metionint, igy nem darabolodott fol, elégben af-galaktozidazzal, mely tobb
darabra esett szét. A kapott A és B lancokat tovidsiitottak, majd O6sszekeverték, és

oxidacidval kialakitottak a diszulfid-hidakat tdrteaz6 bioldgiailag aktiv vegylletet. A



modszert finomitottak, azzal, hogy egy fuzios f@nhéartalmazta mind a két lancot éga
galaktozidazt is, melyld hasitassal egybaz érett hormon nyerték. Ma az utébbihoz hasonl6
maodon éllitjdk a kereskedelmi forgalombandégkombinéns inzulint.

A rekombindns DNS technolégia letie¢ tette a természetébtkissé eltéé huméan
inzulin gyartasat. A Humalog® és NovoLog® gyorsanba Lantus® lassabban dolgozik,

mint a természetes hormon.
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2 A human ndvekedési hormon rekombinans moédon torténé
el6allitasanak két atja [1]

A 191 aminosavat tartalmaz6 human névekedési hargh@H — human growth hormon)
az agyalapi mirigy (hipofizis) valasztja ki, és @ekedést valamint a féfiést szabalyozza.
Azok a gyerekek, akik novekedési hormon elégtelghesg szenvedtek, nem fajkek
rendesen. Rendszeresen adott injekciokkal ezerekglerazonban kdzel normalis fajest
mutatnak. Sajnos az inzulinnal ellentétben az iatldvekedési hormonok hatastalanok az
emberben, igy a hormont sokéig halottak agyalapiggébsl vontdk ki, mely gyakran
fertozéssel jart. A rekombinans technikanak kdszdidret hormon biztonsagosan, eledgend
mennyiségben all rendelkezésre.

A hGH-termelésre két utat dolgoztak ki (2. abray égyiknél intracellularis terméket
kapnak (a), mely soklépéses tisztitast igényel, &siknal extracellularisat (b), mely joval
konnyebben tisztithatd. A két termék egymastéréltégyanis el§ esetben a polipeptid lanc
N-terminalisan egy extra metionin talalhatd, mignasodikban ez hianyzik (Met nélkuli
hGH). A természetes hGH szekvencia az utobbivat®gy

2.1 Intracellularis termék

Az expresszios vektort ugy készitették, hogy a h€EMNS-élbl olyan DNS szakaszt
izolaltak, mely 244l 191-ig tartalmazza az aminosav kdédokat. Ehhez sgjgtetikusan
eléallitott oligonukleotidot illesztettek, mely az #-2aminosavat kédolja, és a kappte-
hormont egyiitt ligaltak a vektorba. Erre azért volt szigkséert a cDNS az érett hGH 1.
aminosavjanak kédja @&t human szignal szekvenciat tartalmaz, melyet &tebidlis

kivalaszto rendszer nem ismer fol, igy azt el ketévolitani.

2.2 Extracellularis termék

Ahhoz, hogy a terméket a baktériumsejt kivalasba#iferidlis szignal szekvenciaval kell
rendelkeznie a fehérjének. Mivel a szignal szekiseadkezd metionin és a hGH kézé kerdl,
a termék a szignal szakasz lehasitasa utan nem tirgglmazni a keddmetionint. Miutan a
fehérje a periplazmas térbe (kbil®s a bels membran kozotti tér) kerdlt, a szignal

szekvenciat egy periplazmas protedz vagja le. Miviebrmon a kit membranon nem képes



atjutni, a periplazmas térben feldasul, ahonnanilaskmembran hipotonias roncsolasaval

nyerheb ki.
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3 Erbsebben koétédé ndvekedési hormon variansok szelekcidja
fag bemutatassal (phage display) [1]

A hGH szerkezeti vizsgalataibél ismert volt a saxcia azon része, mely a receptorhoz
valé kotdésben szerepet jatszik. Degeneralt oligonuklekéitioszintetizaltak, melyek
kodoljak az dsszes lehetséges aminosav sorrerkidases szakaszon (3. abra). Ezeket az
oligonukleotidokat a természetes szakasz helyéadtdk, mellyel hGH variansokat nyertek.
A random moédon mutalt hGH cDNS konyvtarat M13-al&@dmid vektorokba ligaltak ugy,
hogy a hGH variansokat a promoter és az M13 ligage kozé illesztették. A fagmid vektor
emellett bakteridlis origét, M13 origd/pakol6 szidin szelekciés markereket és multikibnozo
helyet is tartalmaz. A lll-as gén a fag burokfegmek C-terminalis domainjét kodolja. Az
N-terminalis hGH varians fehérjék és a C-termindbsnain egyutt egy fuziés fehérjét alkot,
mely a fag felszinén taldlhat6, és a lll-as généigie mintegy prezentalja a hGH
varidnsokat. A fagmid konyvtarat E. colikba tramsefaltdk, és az ampicillin rezisztencia
alapjan szelektaltak (mivel a fagmid ampicillin lekeidos markert tartalmazott, csak a
fagmidot tartalmazo baktériumok tudtak ndvekednipatin jelenlétében). Mivel a fag
kétféle modon viselkedhet attél flggn, hogy van-e jelen helper fag — helper fag nélkil
kétszalu plazmidként szaporodik, illetve M13 helfiggal felllferbzve a fagmid egyszala
DNS-e burokfehérjékbe pakolva ,alruhaban”, éeéképes fagként lép ki a sefib—, ezért
ahhoz, hogy utobbi valosuljon meg a transzformaasdklilferbzték.Azonban a fagok
1-10%-a tartalmzta a fuzids fehérjét, és ezek nisdd egy flziés molekulat prezentaltak
fagonként. A fagokat olyan oszlopra vitték, melyngitete kovalensen kotétt hGH
receptorokat tartalmazott, igy el tudtak valaszeamem és gyengén kobfagokat az disen
kotoektol. Az erssen koddo fagokkal azE. colikat Ujra megfefizték. A folyamatot hatszor
ismételték meg, és igy kivételesen nagy affinithgtatd hGH variansokat kaptak, melyeket
aztan klonoztak, kozvetlenil mérték az affinitaguk&s meghataroztdk a cDNS
szekvenciajukat. Ezek k6zott az egyik 10-szer nblgyaffinitast mutatott mint a természetes.
Miutan egy masik, szintén megndvekedettokést mutatdé varians — melynek a maédositott
aminosav helyei kilonbdztek — alapjan atszabt&e&venciat, az igy kapott varians mar 50-

szeres novekedést mutatott.
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4 A hepatitis B elleni vakcina [1]

A modern orvostudomany egyik nagy vivmanya adéfrtbetegségek elleni vakcinak
hasznalata. A rekombinans DNS technoldgia kifejlesz edtt a vakcinaknak két tipusat
alkalmaztak: inaktivalt és attenualt vakcinakat. égbbiek az eldlt kdrokoz6 szarmazékait
tartalmazzék, utobbiak olyan ééimikroorganizmusokat, melyek az eredeti¢kinnyiban
kulonboznek, hogy fefzni mar nem képesek. Mindkéttantigént — felszini fehérjét —
prezental a T- és B-limfocitaknak. Nagy hatranylgy néha a feézé6 mikroorganizmus is
jelen van bennik. A rekombinans utorédlitott alegység vakcinak csak az antigént
tartalmazzak, igy teljesen kockazatmentesek.

Az els alegység vakcina a hepatitis B virus (HBV) elleakcina volt. A HBV a majat
karositja, és néhany esetben rakot okoz. A viruérfeburkat a szervezet felszini antigénkeéent
ismeri fol (HBsAg). Ez a fehérje a fémdttek vérében kétféle formaban van jelen:
aggregatumokban, és a virus burkaként. Korabbrlkis& azt mutattak, hogy vakcinaként
ezeket az aggregatumokat lehetne hasznalni, azaydaiot jelentett a nagy mennyiségben
torterd eléallitas, mivel a HBVin vitro nehezen szaporithatd. A problémaHBsAg gén
expresszids vektorba tori@rkldbnozasaval oldottdk meg (a gént az alkohol-delgienaz
enzim génjének és promotere és a transzkripcids terminator szeksekdze ligaltak, a
vektor ezen kivll tartalmazott még bakteridlis walet éleszb replikacios origokat és
markereket) (4. abra). Ehhezostor izolaltak a gént a 3,2 kb méregenombdl. Az
expresszios vektoBaccharomyces cerevista@e transzformaltak, mivél. colit nem talaltak
megfelebnek a HBsAg termelésére. A transzformalt éldsztagy mennyiségben termelik a
HBsAQg-t, ipari léptél fermentorokban szaporitwket 50-100 mg fehérjét termelnek kultira
literenként (a HBsAg az élesiehérjék 1-2%-at teszi ki). A tisztitds utan kapetiérje 20
nanomeéter atméyi aggregatumokat képez, mely hasonlé aofétek vérében jelen

lévékhoz.
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5 Komplex human fehérjék ipari leptéki termelése emlés
szOvettenyészetekben [1]

Baktériumokban és éleskben csak kis mérétés egyszér fehérjek termelhék. A
bonyolultabb szerkeztbioldgiailag aktiv fehérjék termelése émlszovettenyészetekben
folyik, annak ellenére, hogy az efslsejtek ipari léptékfermentorokban torténszaporitasa
nehéz és koltséges.

Az el kereskedelmi gydgyszerkészitmény, melyetésndzévettenyészetben allitottak
elé, a szoveti plazminogén aktivator (tPA — tissuespllmogen activator) volt. A tPA olyan
protedz, mely az inaktiv plazminogént — a plazmiekprzorat — hasitja és ezzel aktiv
plazmint képez, amely a véralvadast okozo fibriotgdiza, azaz oldja a fibrinszalakat.
Infarktus utdn azonnal adva a veérrogkées megéizhets. A vérrdgok a szivbe kerlilve a
szivizmot karositjak, amely halalos lehet. A tPAN®ét egy a¥fs promotert tartalmazé
vektorba klonoztak, melyet efid sejtvonalba juttattak be, és azt HAT (Hipoxantin
Aminopterin Timidin) taptalajon szaporitottak (Sora). Mivel a kezdeti transzformansok
csak kis mennyiségben termelték a fehérjét, azoketbtrexatos kezelésnek vetették ald,
melynek kovetkeztében csak a multiképias sejtekadtak életben (a vektor ghfr gént is
tartalmazta, amely szelekcios marker metotrexédenyeigy ezzel fol tudtak ésiteni a tPA

termelést.

Emlés szovetek termelik a véralvadasban kulcsszerdmpélVlll-as faktort is. Hianya
veérzekenységet (A tipusu hemofiliat) okoz. A VId-daktort sokdig az emberi véib
tisztitottak, azonban a HIV virusat nem tudtak \atani a tisztiths soran, igy sokan
megfertzédtek, és AIDS-ben meghaltak. Amikor ezt felismertékVlli-as faktor cDNS-e
mar létezett, amelyet aztan expresszios vektorbdsesejtvonalba klonoztak.
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6 Az eritropoetin (EPO) [1]

Az eritropoetin olyan glukoprotein (6. abra), amvesében termétlik, és a vérképzésre
hat. Ennek a molekulaknak a hatasara indul bissgjtek differencialodasa vorosvérsejtekkeé.
A molekula 165 aminosavbol allé a polipeptid laamelyhez 4 helyen szénhidrat lancok

kapcsolddnak.

6. dbra Az eritropoetin haromdimenzios kédg [

A vérszegénység és a vér vordsvérsejt mennyisépéttkdsszefliggés mar az 1970-es
évek Ota ismert. Ebben a bonyolult visszacsatokedokeli rendszerben6f faktor az
eritropoetin. A vesebetegek vérszegenysegenek dggypb oka az eritropoetin hianya. A
vorosvérsejt képaléséhez a szervezet vasat hasznal fel. Emiatt itkam mogy a vérképzeést
eredmeényesen javitd eritropoetin vashidnyt okoz.BER0O és a vas egyuttes adasa ezért a
betegek tdbbségénél indokolt. Az eritropoetin eréalyes kezelése kdvetkeztében minden
szerv vérellatasa javul, igy azoknal a vesebetglfroknél, akik a vérszegénysegik miatt
nem tudtak teherbe esni, visszatérhet a menstruési@ megfogant magzat méhen belili

elhalasanak a veszélye is sokkal kisebb.

Az eritropoetint alkalmazzak ttéteknél is. Ennek egyik valtozatdban a vértermelés
fokozasa altal probaljak elérni, hogy beavatkozirsirs minél kevesebb vért kellien adni a
betegnek. A masik esetben &tét ebtt fokozzak a vértermelést, és a bebegért vesznek le,
melyet a beavatkozds soran transzfuzioval juttatmiakza. Nagyobb vérigény esetén —
szintén tobb héttel a itét ebtt elkezdve — hetenként egyszer, minden alkalomeusl
egyseéggel tobb veért vesznek le, és a korabbantlexgbsvertest-koncentratumbol egy

egységgel kevesebbet adnak vissza. A \gt@y idejére gondoskodni kell megféiel
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mennyiséf vas- és vitaminpoétlasrol. Human rekombinans gydstin adasaval a levett

vérmennyiség megndvelliet

Az eritropoetin az anabolikus szteroidok kozé takoigy doppingszernek is tekintlidet
Mivel megnoveli a vérben a vorosvérsejtek aranygy, fokozza a vér oxigénszallitd
képességét, ezdltal a sportolok sokkal nagyoblesiéiényre képesek mind edzés, mind
verseny kdzben. Edzés kdzben az izom nagyobb niefegiédését segiti 61 Hasznalata
féleg az aerob sportagakban terjedt el (futas, k@mkgifutas). A vizeletd gyakorlatilag
lehetetlen kimutatni, ami azért jelent problémaertma doppingteszteket a WADA (World
Anti Dopping Assotiation) javaslata alapjan vizbtdt tomegspektrométerrel detektalt
gazkromatoréfiaval végzik, igy az EPO esetében bsamklastermékeket tudnak kimutatni.
Veérbdl tortens kimutatasa is nehézkes, mivel a felezési idejédrf20 ora korul van), és 2
héttel a hasznalat utan mar lehetetlen kimutataszralata megnéveli a vér viszkozitasat,
noveli a szivkoszoruér és az agyi erek elidésének a veszélyét, magas vérnyomashoz
vezet, és trombozisveszéllyel jar. A vér megnovekltediszkozitasa miatt karosodhatnak a

hajszalerek, igy a teljes keringés is.

A human eritropoetin génjét mar tébb helyen is mi#deklonoztdk. Az eritropoetin
eléallitasanak jeledségét mar régen folfedezték, de az akkori techmatogellett erre nem
volt lehetség. Tovabbi nehézséget okozott, hogy a molekwdahsdrat lancait nehéz volt
olyanra alakitani, hogy ez a hormonikiidését ne akadalyozza. Az 1970-es években a
Chicagéi Egyetemen nagyon kis mennyiségben sikd&iiijterni az eritropoetin molekulat
egy vesebeteg ember vizelaiEbKéssbb ebldl meg tudtdk hatarozni a polipeptid lanc
szekvencigjat. Ennek az informacionak a tudatablridk a lehetséges bazissorrendeket, és
eléallitottdk a DNS fragmentumokat. Azt vartak, hogyamelyik meg fog egyezni az emberi
eritropoetin szintéziséért feted génnel. A human genom darabjainak baktériumogtiart
klbnozasa utdn autoradiografiasan 0sszeparoztaitaloligonukleotidokat és a klénozott
human genom darabokat. Ezzel a modszerrel sikezolalni az eritropoetint kddolo
génszakaszt. A készitmény 1985-ben kerilt kereskedergalomba. Atlatszo fizioldgias

oldatban kaphaté, beadasa intravénasan torténik.
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7 Egyéb E. coliba vagy élesztébe klonozott human gének [3]

A IX-es véralvadasi faktor, mely a B tipusu hemofilidban szentkdszamara
esszencialis.

Harom féle interferon és néhany interleukin. Ezekilmmunrendszer szabalyozasaban
szerepet jatsz6 fehérjék.

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating fagtamely csontvel stimulald
fehérje. Csontvél atiltetés utan alkalmazzak.

G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) a neutrofjranulocitak termelését
stimulalé fehérje, kemoterapian atesett betegeddkélmazzak.

ADA (adenosine deaminase), melyet az SCID (severe inechimmunodeficiency — a
sulyos kombinalt immunhianyos allapot) kezelés@szhalnak.

Angiostatin  és endostatin melyek sejtszaporodas-gatld szerek, igy rakedlene
terqpiakban alkalmazzéket.

Paratiroid hormon, mely pajzsmirigyhormon. A pajzsmirigy sérllésegyaa gén
Orokletes hibaja esetén alkalmazzak.

Leptin, mely egy 167 aminosavbol all6 fehérje. Zsirsejszntetizaljak. A leptin a
hipotalamusz receptorokhoz kdik, ahol lekoti az étvagygerje$zimolekulakat, dsegti
bizonyos étvagycsokkeht szabalyozé molekulak terndelését, ezaltal csokkenti az
€éhségérzetet.

C1 inhibitor (C1INH), melyet a HANE (hereditary angioneurotideea) orokletes

betegség kezelésére hasznalnak.
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