Phagenvektoren
Phage Lambda
Infektiose Partikel mit hoher Transformationseffizienz

Meist fir komplexe DNA-Systeme verwendet

VORGEHEN:

» Zu klonierende DNA wird durch Partialhydrolyse erzeugt. Hierzu Hydrolyse mit der
Restriktionsendonuklease Sau3A

» Das A-Phagen Genom wird ebenfalls hydrolysiert; hierzu gibt es 2 unterschiedliche
Vektorsysteme:

* Replacement Vektor: der Bereich kann durch Fremd-DNA ersetzt werden
* Insertions-Vektor: zusatzlicher Einbau von Fremd-DNA

« Wichtig: vernlnftiger Phagen-Zusammenbau nur, wenn das rekombinierte
Phagen-Genom 78 bis 105% des Ursprungsgenoms betragt



Phagenvektoren:
Phage Lambda Il — Herstellung rekombinanter Phagen DNA

Hydrolyse der Phagen-Vektoren mit BamH-Restriktions-Endonuclease,
die genau komplementar zu Sau3A schneidet = Phagen-Arme =
Isolierung

= Mischen mit der fragmentierten Klonierungs-DNA aus Sau3A-Verdau
= Ligierung mittels DNA-Ligase

= rekombinante Phagen - DNA



Phagenvektoren:
Phage Lambda Ill — Verpackung zu infektiocsen Phagen

Zusammenbau von Phagen bendtigt bestimmte Proteine aus dem
Phagen selbst und aus der Wirtszelle

Die rekombinante Phagen-DNA kann aber auch in-vitro zu fertigen,
infektiosen Phagen verpackt werden:

Verwendung von Proteinextrakten, die aus zwei E.coli-Stammen
stammen, die jeweils einen defekten Phagen enthalten:

Stamm 1 fehlt das Protein, das den Phagen Kopf synthetisiert

Stamm 2 fehlt das Protein, das die Phagen-DNA in den Kopf
verpackt

« Mischung aus: rekombinanter Phagen DNA + Extrakt aus Stamm 1
+ Extrakt aus Stamm 2 = fertige infektiose A-Phage



In vitro Herstellung rekombinanter infektioser Phagen

A-lysogener E.-col-Stamm
BHB2688 BHB2690

l Induktion der Phagen-Expression l

Bildung von: Bildung von:
* A-Schwanz * A-Schwanz
* Protein D - « Kopfhullen mit Protein E

* Zusammenbau-Proteine
keine DNA-Verpackung, da kein Protein D

« Zusammenbau-Proteine
keine Kople, da kein Protein E

Mischen der Extrakte mit
rekombinanter DNA
N=— <]

l Lyse der Bakterien, l/

in-vitro-Zusammenbau
Wﬁéser Phafe/

B. Rekombinante Lambda-DNA |aBt sich in vitro in infektiose Pha-
genhiillen verpacken. Diese kommerziell erhaltlichen Enzymsy-
steme bestehen aus zwei Extrakien, die aus E.-coli-Zellen isoliert
wurden, die defekte Lambda-Genome enthalten (z.B. die lysoge-
nen E.-coli-Stamme BHB2688 und BHB2690). Wegen der Defekte
in den einzelnen Phagengenomen kann weder in dem einen noch
in dem anderen Stamm ein kompletter Phage zusammengebaut
werden. Dem einen Phagen (aus BHB2688) fehlt das Protein E,
eine wichtige Strukturkomponente des Phagenkopfes (siehe A.).
Dem anderen Phagen (aus BHB2690) fehit dagegen das Protein
D, so daB er zwar leere Kopfe synthetisieren kann, diese aller-
dings nicht mit DNA fiillen kann. Erst durch die Kombination der
beiden Extrakte erhalten wir einen Protein/Enzym-Cocktail, in
dem alle Komponenten fiir die Phagensynthese enthalten sind, so
daB in vitro infektiose Phagen zusammengebaut werden.



Zwel Infektionsmodi von A-Phage gegenuber E. coli

Lytisch: Phage vermehrt sich sofort in der Zelle = Zelltod = Freisetzung
von Phagen (ca. 100/60 min/Zelle)

Lysogen: Phage integriert sein rekombinantes Genom in das E.coli Genom
(homologe Rekombination: Phage besitzt eine Sequenzstelle, die auch
E.coli besitzt) = Prophage = wird mit jeder Zellteilung auf die
Tochterzellen tbertragen = Aktivierung durch Stress (UV, Nahrangebot...)
= Ubergang in den lytischen Zyklus

Anwendung des lysogenen Systems, wenn grosse Menge Phagen DNA
bendtigt oder exprimiert werden mussen: E-coli mit Prophagen =
Vermehrung = Bestrahlung = Produktisolierung



Woher bekommen wir die Gene zur Rekombination?
Genbanken

Genbank: Schar von Plasmiden / Phagen, deren inserierte DNA-Fragmente
einem kompletten Genom oder einen bestimmten Teil des Genoms
entsprechen

« Genomische Genbank

* CDNA-Genbank (nur codierende Bereiche, keine Introns und andere,
nicht translatierte Regionen; aus mRNA)

Genomische Datenbank:

* Transkribierte Bereiche: Exon — der translatierte Genbereich, Intron —
Bereiche, die transkribiert, aber nicht translatiert werden. Intron wird
durch splicing nach der Transkription vom Exonbereich entfernt

« Kontrollregionen: Promotoren, Terminatoren, enhancer (Verstarkung
Transkription), silencer (Abschwéacher)

« DNA ohne bekannte Funktion: Hauptteil der genomischen DNA



Ul

U

VRV

cDNA-Bank

Nur die codierenden Regionen, die zum Zeitpunkt der Isolation der mRNA isoliert
wurden

Isolierung mMRNA (1-3% der Gesamt RNA)
ldentifizierung mMRNA auf Grund der Poly-A-Sequenz am 3'-Ende: = Hybridisierung an auf
Saulentrager immobilisierten Poly-dT-Sequenzen

Umschreibung auf cDNA mittels reverser Transkriptase (RNA-abhangige DNA-
Polymerase)

MRNA/DNA-Hybrid
Reverse-Transkriptase baut Knicke in den mRNA Strang ein (Teilenzym RNAse H)

Ausgehend von diesen Nicks entfernt das Teilenzym 5'-3'-Exonuklease den RNA-Anteil
und das Teilenzym 5'-3'-Polymerase baut einen komplementaren DNA-Strang auf

Ankondensation eines Linkers an die cDNA durch Ligation
Hydrolyse mit Restriktionsendonuklease, die am Linker schneidet
Linearisierung eines Vektors

Integration in Vektor (meist Phagen)
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Transformation in E. coli

Abb. 2.4.22 cDNA-Synthese. Die Synthese einer cDNA geht
von der Poly(A)}-Sequenz der eukaryontischen mRNAs aus (a). An
diese Poly(A)-Sequenz lagern wir eine Oligo(dT)-Sequenz (gelb) an
(a). Mit Hilfe der Reversen-Transkriptase wird ausgehend von die-
ser doppelstrangigen Region eine DNA-Kopie der mRNA synthet-
siert (b). AnschlieBend fiigt die RNase H, eine endonukleolytische
Teilaktivitat der Reversen-Transkriptase, die ausschlieBlich RNA in
RNA/DNA-Hybriden hydrolysiert, Nicks in die kopierte mRNA ein
(c). Ausgehend von diesen Nicks werden einerseits die RNA-Frag-
mente mit Hilfe einer 5' — 3-Exonuklease-Aktivitat hydrolysiert,
andererseits ein komplementarer DNA-Strang zur cDNA syntheti-
siert (d). Um die cDNA-Fragmente klonieren zu kénnen, ist es sinn- -
voll, EcoR I.inker an die Enden anzuligieren. Dazu sollten wir die
cDNA zuvor mit der EcoR Methylase und SAM inkubieren, um
eventuell in der cDNA vorhandene EcoR FErkennungsstellen vor
Hydrolyse zu schiitzen (e). Es folgt die Linkerligation mit den EcoR
I-Linkern (f). SchlieBlich behandeln wir den Ansatz mit der Restrik-
tionsendonuklease EcoR |, um die typischen Enden zu erzeugen
(g). Nun konnen die cDNAs in einen Vektor ligiert werden, der zu-
vor mit EcoR | linearisiert wurde (h).



Wie identifizieren wir ein gesuchtes Gen aus einer Genbank?

Methode 1: Identifizierung des Genklons Uber das gebildete Produkt

« la. Wirtsstamm weist einen Mutation auf, die durch das Genprodukt ausgeglichen
wird
» z.B. Gen fur UMP-Synthase: cDNA-Bank = Ligierung in Expressionsplasmid mit
geeignetem Promotor = Transformation in E.coli, der UMPS negativ ist (wachst
nur bei Anwesenheit von Ura) = Ura-freies Medium = nur Klone mit UMPS

wachsen

« 1b. Mittels Antikérper gegen Genprodukt (Western-Blot)

» z.B. transformierte Zellen auf Nitrocellulose-Membran = Zellen lysieren =
Proteine gebunden = Zelltrimmer abwaschen = AK bindet an AG = Verstarker
AK gegen Fc des Priméar-AK = Sekundar-AK Peroxidase gekoppelt..



Wie identifizieren wir ein gesuchtes Gen aus einer Genbank?

Methode 2: Hydridisierung mittels Primer

» Isoliertes Proteinprodukt = Sequenzierung= DNA-Sequenz (Achtung
genetischer Code ist nicht eindeutig, einige AS kénnen durch verschiedene
Nukleotidtriplets codiert werden = Synthese von Primer, aber nicht nur
eindeutiger Primer sondern von Primer-Population, d.h. bei unklaren
Codierungen werden alle moglichen Primer synthetisiert

« cDNA-Bank = Transfer auf Nitrocellulose-Membran = Zelllyse = + radioaktiv
markierte Primer Population = Hybridisierung Primer an komplementaren DNA
Strang



Genexpression in Prokaryonten

DNA ist Uber Vektor in Expressionszelle einkloniert

Zusatzlich notwendig
* Promotor (Transkriptionskontrolleinheit) vor Gen
« Terminator (Transkriptionsstop) nach Gen

« Event. Signal (leader)-Peptid zur Erreichung von Sekretion aus der Zelle
heraus

Isolierung eines Gens aus
einem héheren Organismus

Kombination des Gens mit
Transkriptions-Kontrolleinheiten
aus dem Ziel-Organismus

Promotor

Einbringen der DNA in den
Ziel-Organismus
(Transformation)

Terminator

Abb. 3.1.1 Expressionsklonierung. Um ein eukaryontisches
Gen in funktioneller Form in eine bakterielle Zelle einzubringen,
missen wir das Gen (rot) mit einem bakteriellen Promotor
(dunkelblau) und einem bakteriellen Transkriptions-Terminator
(hellblau) kombinieren. Erst dann kann in der bakteriellen Zelle von
diesem Gen ein rekombinantes Protein (griin) synthetisiert wer-
den.



Promotoren fir E. coli

Bindungsstelle der bakteriellen RNA-Polymerase

Bau: erstes Nukleotid downstream = +1 (Inititaionsstelle), ndchstes Nukleotid
folgend upstream =- 1, -2....

« Zwei DNA-Sequenzen sehr haufig (Konsensusequenz) bei
-35 und -10

5-TTGACA-3' 5'-TATATT-3' (TATA-BoX)
« Veranderung innerhalb der Konsensussequenz verandern die Promotor-Stéarke

Promotor ist ein cis-wirksames Kontrollelement, d.h. es mus in direkter
Nachbarschaft zum Operongen sitzen. Dito auch Terminatorgen

* Anderes Terminatorgen: kann z.B. auf anderem Chromosom sitzen und ein
Repressorprotein codieren, das an den Promotor diffundiert und diesen hemmt (trans —
wirksames Kontrollelement)

« sehr starke Promotoren: T5- und T7-Promotor der jeweiligen Phagen



Cis und trans-wirksame Kontrollelemente

cis-wirksame Kontrollelemente

A Y <= e N e
| ]
Promotor >1< Terminator Promotor l Terminator

Expression Expression

\ /'Q Repressor

trans-wirksames Kontrollelement

Abb. 3.1.3 cis- vs. trans-wirkende Kontrollelemente. cis-
wirkame Kontrollelemente befinden sich immer auf dem gleichen
Molekul und in relativ enger Nachbarschaft zu dem Element, das
sie kontrollieren. Promotoren und Transkriptions-Terminatoren
sind typische Kontrollelemente, die ,in cis“ auf ein Gen wirken
(rote Pfeile).

Dagegen sind trans-wirksame Kontrollelemente eigenstandige
Molekiile, die durch Bindung an eine Zielsequenz eine kontrollie-
rende Funktion ausiiben. Beispielsweise ist ein Repressor-Protein
ein typisches trans-aktives Kontrollelement. Dieses Repressor-
Protein wird irgendwo im Genom - bei Eukaryonten eventuell auf
einem anderen Chromosom - codiert. Der Repressor bindet
dann an eine Zielsequenz in der Nahe des Promotors eines be-
stimmten Gens und verhindert so die Expression dieses Gens.



Das Operon

Operon = Promotor + codierendes Gen + Terminator
Monocistronisches Operon (1 Gen)
Polycistronisches Operon (mehrere Gene)

110 Genexpression in Prokaryonten

A DNA

Promotor codierender Bereich / Gen / Cistron Terminator
| e e i i, PP

' Operon !
l Transkription

RNA
[t e e R e e

l Translation

‘@ Protein
DNA
Promotor Gen 1 Gen 2 Gen 3 Terminator
o e T AR

R —— polycistronisches Operon e |

l Transkription
RNA
T

wﬁon

Protein 1883 - B Protein 3

Protein 2

Abb. 3.1.5 Das Operon. Ein Operon ist der transkribierte Be-
reich, der von einem Promotor und einem Transkriptions-Terminator
kontrolliert wird. A. Befindet ich in diesem Bereich ein einzelnes Gen
(= Cistron), so handelt es sich um ein monocistronisches Operon.
B. Befinden sich zwischen den Transkriptionskontrollelementen
mehrere Gene (rot, gelb, griin), bezeichnen wir ein derartiges
Operon als ein polycistronisches Operon. Die durch Transkription
von diesem Operon gebildete polycistronische mRNA besitzt fiir je-
des Gen einen eigenen Translations-Start. Daher wird von dieser
mRNA nicht etwa ein groBes Vorlauferprotein gebildet, das dann in
Einzelproteine zerschnitten wird, sondern es werden von der poly-
cistronischen mRNA simultan alle codierten Proteine einzeln trans-
|atiert.



RNA-Polymerase immer von Nukleotid +1 bis
Transkriptionsterminator

Endsequenz bildet in der RNA einen Loop,
gefolgt von Poly-Uridin-Sequenz = die RNA
Polymerase erkennt diese Struktur = Enzym
fallt vom DNA Strang ab

Keine Erkennungssequenz, sondern
Erkennungsstruktur !!



5'— S TCCCAGAGCCGCCAGTTCCCGCTGGCGGCATTTT i3
3'—smmm AGGGTCTCGGCGGTCAAGGGCGACCGCCGTAAAAmmms—5'

DNA s

Palindrom
l Transkription

5'—EEE UCCCAGAGCCGCCAGUUCCCGCTGGCGGCAUUUU—OHS

RNA
l schnelle Faltung der RNA

ccC

U C

Uu G
G-C
A-T
Cc-G
C-G

G-C
C-G

C-G
5'—mmmm UCCCAGAG CAUUUU—OHZ'

Abbruch der Transkription

Abb. 3.1.4 Die Transkriptions-Termination wird in E. coli
iiber ein RNA-Signal reguliert. Bakterielle Gene besitzen an
ihrem Ende eine Sequenz, die nach Transkription — also auf der
Ebene der RNA — eine Stamm-/Loop-Struktur ausbilden kann, da
die zu der Loop-Region links und rechts benachbarten Nukleotide
zueinander palindromartig aufgebaut sind. Unmittelbar auf diese
Stamm-/Loop-Struktur folgen eine Reihe von Uridin-Nukleotiden.
Wird eine solche Struktur von einer bakteriellen RNA-Polymerase
synthetisiert, so erkennt das Enzym dies als Ende des Gens und
fallt von der DNA ab. Wir erkennen, daB das Terminationssignal
nicht wie ein Promotor von einer Konsensussequenz sondern von
einer Konsensusstruktur gebildet wird.



Shine-Dalgarno-Sequenz

Notwendig fur optimale Translation
Cis-wirksames Kontrollelement vor der Translations-Initiationscodons

Komplementér zu einer Sequenz der rRNA am 16S Ribosom =
Bindung der transkribierten RNA am Ribosom

Translation

Erstes Codon nach Shine-Dalgarno-Sequenz steht flr Met (AUG) =
Initiationscodon = Ausbildung Initiationskomplex aus 30 S Ribosom,
fmet-tRNA Initiationsfaktoren 1 bis3 = Elongationsstart =.... =



Sekretionssysteme

Wilnschenswert, da einfachere Aufreinigung und weniger Verunreinigungen des
Endproduktes

Wiuinschenswert, da wahrend des Sekretionsprozesses i.d.R. das sezernierende
Protein geschnitten wird und dadurch immer Proteine entstehen, die terminal
kein Met enthalten (sonst immer Met!, event. Unphysiologisch)

Beispiel: rekombinates humanes Wachstumshormon hGH
» Erstes Handelsprodukt als Met-hGH

« Nachfolgeprodukt: Produktion von Fusionsprotein, das sezerniert wird und
wahrend der Sekretion in hGH gespalten wird.



Alkalische Phospatase als Sekretionssystem

Codiert durch pho-A-Gen
Sequenz fur einen hydrophoben Proteintell

Dieser Bereich wird durch cytoplasmatische Enzyme erkannt und nach
aussen geschafft (Translokation ins Periplasma durch die Zellmembran
in den Bereich zwihschen Membran und Zellwand)

Kombination von pho-A mit gewlnschtem Gen = Gesamtprodukt wird
sezerniert = Hydrolyse durch membranstandige Protease =
gewinschtes Protein



Carrier erkennt Fusionsanteil,
Transport aus der Zelle

Produktionszelle

Isolierungw

/

Produktionszelle

Zielprotein




Aufreinigung mittels Fusionsprotein

« z.B. His-tags

* Poly-His-Peptid

« Ankondensation an das Genprodukt via DnA - Sequenz = Fusionsprotein
mit Oligo-His-Peptid = Poly-His bindet via Chelatkomplexe an Zn-Saulen
= immobilisiertes Fusionsprotein = optimale Reinigung = chemische
Abspaltung an der Fusionsstelle



Bakterien

Hefen

Insektenzellen

Saugerzellen

Pflanze
Moose

Produktionszellsysteme

Einfache Kultivierung
Sekretion ins Medium

Gute Kontrollierbarkeit

Preiswert
Sicher, kein Endotoxin

Gute Glycosilierung, aber
teilweise unterschiedlich

Glycosilierung wie humane Zellen
Sicher

Identische Glycosilierung

Keine posttranslationale Modifikationen

Endotoxingehalt

Expression schwierig

Glycosilierung unterschiedlich zu Sauger

Haufig nicht funktionsfahige Proteine

Teuer
Genetisch instabil
Schlecht transformierbar

Sehr gute Glycosilierung



Produktionszellsysteme

Bakterien: E.coli
Hefen: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
Saugerzellen: CHO

HEK

BHK

Rp

Zus.: 1 Durchstichfl. (1 ml) enth.:

2000 I.E./4000 I.E. (entspr. 16,8 pg/33,6 ug
Epoetin alfa), gentechnisch hergestellt aus
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters,
Zelllinie CHO-K1.

Rp

Zus.: 1 Zylinderamp. (34,3 mg/68,6 mg/139,1 mg Pulver) enth.: 6 mg/12 mg/24 mg.
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Biogenerika
unterschiedliche Produktionsstamme — verschiedene Produkte

unterschiedliche Vektoren — verschiedene Produkte

unterschiedliche Aufreinigungen = unterschiedliche Produkte

— keine Bezug-nehmenden Zulassungen bei EMEA maoglich.



Rekombinantes Insulin

* Aus B-Zellen der Langerhanschen Inseln der Pankreas
* Protein aus 2 Peptidketten (A 21 AS, B 30 AS)

* 6 Cys: 2 S-S-Brucken zwischen A-B; 1 x intramolekular in A

« Supramolekulare Aggregation zu Dimeren und Hexameren (Speicherform im
Pankreas Hexamer)

Disulfidbriicken zwisches:
o AS A7 - B7 i

AS A20 -B19 i
AS A6 —-A11

cOPPHr O

Abb. 6.2.1 Primarsequenz des aktiven Insulins. Die  A; und B; sowie zwischen Az und Bys. Ferner enthait
AKette enthalt 21 Aminosauren, die B-Kette 30 Aminosauren. In-  intramolekulare Disulfidbriicke zwischen den Amino
termolekulare Disulfidbriicken bilden sich zwischen Aminosauren  und A;:.




Insulin-Biosynthese

B-Zelle =

Pra-Pro-Insulin (langes Peptid aus 110 AS aus Signalpeptid — B-Kette — C-Peptid —
A-Kette (S-S-Brucken schon ausgebildet)

= Signalpeptid zustandig fur Sekretion in das ER, wird bei dieser Sekretion
abgespalten

= Proinsulin im ER = Aufnahme in Golgi-Apparat
= Abspaltung C-Peptid durch membranstandige Protease
— Exocytose in Vesikel

« Kodierung durch 1 Gen
* Prozessierung aber durch Mikroorganismen nicht mdglich, da koordinierte
Proteaseaktivitat notig



Rekombinantes Insulin

« 2 mdgliche Wege:
a.) 1 Gen fur Pro-Pra-Insulin = nachfolgende biochemische
Modifikation zu Insulin

b.) 2 Teilgene und biochemische Verknitpfung (E.coli kann keine
sinnvollen S-S-Bricken machen)

Technisch heute 3 Wege



Rekombinantes Insulin
Weg 1

« Expression der beiden Ketten in 2 unterschiedlichen E.coli Stammen

« Synthese Teilgene

= Insertion in 2 verschiedene E.coli, hinter Galactosidase-Gen, resp. Tryptophan-
Syntase-Gen

= 2 Fusionsproteine mit Galactosidase und Tryptophan-Synthase plus 1 terminales
Met

= Isolierung

= Abspaltung Met durch CnBr (geht nur weil weder A, noch B Met enthalt)
= Rohprotein

= S-S-Bruckenbildung durch chemische Methodik

« Geringe Ausbeute, teilweise falsche S-S-Brlicken



Rekombinantes Insulin
Weg 2

1982: erste Zulassung eines gentechnischen Produktes in D

Expression von Pro-Insulin in E.coli (Hoechst und Lilly AG)

* Nur ein Gen aus A-, B- und C-Kette aus einem E.coli Stamm

= Insertion hinter Tryptophan-Syntase-Gen

= Fusionsproteine plus 1 terminales Met

= |Isolierung

= Abspaltung Met durch CnBr (geht nur weil weder A, noch B Met enthalt)
= Proinsulin

= S-S-Brickenbildung durch chemische Methodik (oxidative Sulfitolyse, PH 10.6,
02)

« Bessere Ausbeute, richtige S-S-Brlicken
« Abspaltung C-Peptid durch Carboxypeptidase B und Trypsin



Plasmid zur

Expression von
Proinsulin
Q_J
Transformation
Transkription,
Translation
B-Kette
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Abb. 6.2.6 Synthese von Proinsulin in E. coli. Ein syntheti-
sches Insulin-Gen, das fiir die B-Kette (blau), das C-Peptid (rot)
und die AKette (gelb) codiert, wurde auf einem bakteriellen Plas-
mid unmittelbar hinter dem ATG-nitiations-Codon des bakteriellen
Tryptophan-Synthase-Gens inseriert. Das Plasmid wurde in einen
E.-colrStamm transformiert, der daraufhin ein ,Fusionsprotein®
synthetisiert, das aus dem Proinsulin plus einem N-terminalen
Methionin als Fusionsanteil besteht. Nach Isolierung des Fusions-
proteins wird der N-terminale Methioninrest durch CNBr-Behand-
lung abgespalten und somit ein korrektes N-terminales Ende an
der BKette produziert. In den weiteren Schritten wird das Proin-
sulin einer oxidativen Sulfitolyse unterzogen, wobei die Cystein-
reste zunachst zu S-Sulfonaten aufoxidiert, dann zu den Thiolen
reduziert und schlieBlich durch Luftsauerstoff bei pH 10,6 zu Di-
sulfiden verkniipft werden. AnschlieBend folgt eine Behandlung
mit den Proteinasen Trypsin und Carboxypeptidase B, um das C-
Peptid exakt zu entfernen und somit aktives Insulin zu erhalten.



Rekombinantes Insulin
Weg 3

« Expression Proinsulin in S.cerevisiae (Novo Nordisk), sekretiertes
extracellulares Insulin (keine cellularen Begleitproteine)

«  Vektor aus
* Promotor des Triosephophat-lIsomerase Gens aus Hefe

« Signalpeptid —Sequenz zur Ausschleusung aus der Zelle
* Pro-Insulin Gen (A, B, C)
« Terminator - Gen

« Funktioniert nicht: Primarprodukt wurde durch Hefeprotease so schnell verdaut,
dass nur intaktes C-Peptid gewonnen wurde



Rekombinantes Insulin
Weg 3a

Abwandlung des Proinsulin Gens = Mini-Proinsulin-Gen (stark verkurztes C-
Peptid, so dass Hefe-Protease diesen kurzen Bereich nicht hydrolysieren
konnen; Mini-C kann aber noch die richtige Faltung von A, B bewirken

Sezernierung Mini-Proinsulin (ohne terminal Met)

Abspaltung Mini-C (enzymatisch)



Alternative Insulinanaloga
Muteine

« z.B. Insulin lispro (Humalog®): Tausch der AS 28/29 (Pro-Lys) zu Pro-Lys
« 300fach verringerte Tendenz zu Assoziation zu Di-/Hexameren = schnellerer Wirkungseintritt
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* Insulin Aspart (NovoRapid®) : Ersatz eines Pro der B-Kette zu Asp
* Insuliglulisin (Apidra®): Ersatz von B3 (asp) durch Lys und B29 (Lys) durch Glu



Rekombinante Proteine bei Diabetes

Glucagon GlucaGen® Mobilisierung von Glucose und Fettsauren, Gegenspieler von Insulin.
Gentechnisch aus S. cerevisiae; Notfalltherapie schwere Hypoglycamie,
Therapie insulinabhangiger Tumore.

Insulinaspart NovoRapid® | Insulin-Analogon, kurzwirksam, aus S.cerevisiae mit veranderter
Aminosauresequenz (Mutein); im Vergleich zu Insulin keine
Assoziatbildung, schnellerer Wirkeintritt.

Insulindetemir Levemir® Insulin-Analogon, langwirksam, mit veranderter Aminosauresequenz,
hergestellt aus Saccharomyces cerevisiae.

Insulinglargin Lantus® Insulin-Analogon, langwirksam, mit veranderter Aminosauresequenz

Insulinglulisin Apidra® Insulinanaloges, kurzwirksam, aus E.coli mit veranderter
Aminosauresequenz. im Vergleich zu Insulin keine Assoziatbildung,
schnellerer Wirkeintritt.

Insulinlispro Humalog® Insulin-Analogon, kurzwirksam, aus E.coli mit veranderter

Aminosauresequenz; im Vergleich zu Insulin keine Assoziatbildung,
schnellerer Wirkeintritt.




Rekombinante Fibrinolytika

Prinzip Fibrinolyse:

inaktives Plasminogen wird durch Plasminogenaktivatoren zu der aktiven
Serinprotease Plasmin hydrolysiert

Plasmin degradiert quervernetztes Fibrin aus Gerinsel

—
= Hemmung der Plasmin-Fibrinolyse durch Antiplasmin
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rekombinanter Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA) Actilyse®

aktiviert Plasminogen zu Plasmin, allerdings erst in relevantem
Ausmass bei Anwenseheit von Fibrin (tenéarer Komplex)

eine Serinprotease

Synthese als Vorlauferprotein = Abspaltung Signalpeptid 21 AS
(zustandig fur die korrekte Synthese am ER ) = Abspaltung
eines weiteren Propeptides 14 AS = reifes t-PA



Alteplase (Aktilyse®)
1987: erste Produktion eines rekombinanten Wirkstoffes in
Deutschland

humane Melanomzelle, die t-PA sekretiert
Isolierung mMRNA Uber den Poly(A)-TEil
Umschreibung aller mRNA in radio-markiertes Protein (Zugabe 35S-Met)

|dentifizierung t-PA mittels AK durch Immunprazipitation und Identifizierung des
entsprechenden mRNA-Ansatzes

Umschreibung in cDNA, exakte Genidentifizierung

Herstellung Expressionsplasmid (colE1-ori Replikationsursprung, Promotor aus SV40-
Virus, Transkriptionsterminator des Hepatitis-B-Oberflachengens; Expressionseinheit
und Promotor fur Dihydrofolatreduktase)

Transfektion in CHO-Zellen, die normalerweise keine Dihydrofolat-Reduktase besitzen
(= keine Purin-/Pyrimidinsynthese)

Expression in CHO-Stamm

Produktion serumfrei (Sicherheit)

Trennung Zellen-Medium

Affinitatschromatographie

Ultrafiltration



Reteplase (Rapilysin®)
Zulassung 1997 in D

« Mutein, drastische Entfernung von grossen Teilen des t-PA-Proteins;
= Verlangerung der Halbwertszeit

« ex E.coli, nicht glycosidiert
Expressions-Plasmid:

* promotor

« lac-Operator mit ATG-Initiationscodon (Ribosom)
» stark deletierte cDNA flr t-PA

» bakterieller Transkriptions-Terminator

* beta-Lactamase-Gen

« Kanamycin-Resistenz-Gen

* Replikationsursprung

* Inclusion bodies, Renaturierung notwendig
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Streptokinase

altestes Fibrinolytikum des Handels
Nicht rekombinant, kein Enzym
Protein aus beta-hamolysierenden Streptokokken

Bildet zusammen mit Plasminogen einen 1:1-Komplex = Komplex aktiviert
Plasminogen uber sterische Veranderung des aktiven Zentrums des
Plasminogen = Fibrinolyse

Indikation: Herzinfarkt, tiefe Venenthrombosen, Lungenembolie
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Urokinase

Bildung als Pra-Pro-Urokinase = Sekretion unter Abspaltung Signalpeptid 20
AS = Pro-Urokinase, glycosyliert = Peptidspaltung = Urokinase

Keine therapeutische Verwendung von Urokinase, aber von Pro-Urokinase
(Prodrug inaktiv)

= in vivo Aktivierung durch Plasmin und Kalikrenin durch Spaltung zwischen AS
157, 158, 159 (158 wird herausgeschnitten, in aktiver Urokinase fehlend)



Rekombinante Urokinase:
Saruplase

Kein natlrliches Protein, da nicht glycosidiert = Saruplase (nicht Urokinase);
Wirkung wie Urokinase

Ind.: akuter Herzinfarkt, bessere klinische Ergebnisse als mit Streptokinase

aus einer cDNA mit degenerierten Primern codierend ftr Pra-Pro-Urokinase; die
Sequenz, die fir das Signalpeptid codiert wird entfernt (Signalpeptid zustandig
fir Transport aus der Zelle): Pro-Urokinase

Bakterielles Plasmid
bakterieller trp-Promotor, Expression aus E. coli
Produkt nicht glycosidiert, unldslich (inclusion bodies), biologisch inaktiv

Behandlung mit chaotropen Reagenzien, reduzierenden Agentien = aktive
Urokinase



Rekombinante Proteine zur Beeinflussung der Blutgerinnung | |

Eptacog alfa

Novoseven®

Koagulans; humaner Blutgerinnungsaktor Vlla, gentechnisch aus BHK-
Zellen; bei Bluterkrankheit.

Moroctocog alfa

ReFacto®

Koagulans; humaner Blutgerinnungsaktor VIII; gentechnisch aus CHO
oder BHK-Zellen; bei Bluterkrankheit.

Nonacog alfa

Benefix®

Koagulans; humaner Blutgerinnungsfaktor 1X, gentechnisch aus
Saugerzellen; bei Bluterkrankheit.

Octocog alfa

Advate®,
Kogenate®

Koagulans; humaner Blutgerinnungsfaktor VIII, gentechnisch aus
Saugerzelle BHC; bei Bluterkrankheit.

Desirudin

Revasc®

Antikoagulans, Antithrombotikum. Gentechnisches Analogon von
Hirudin, einem Hemmestoff der Gerinnung aus Blutegelsekret. Desirudin
ist ein rekombinanter Nachbau eines Hirudinpetides aus S. cerevisiae,
das an einer Position nicht sulfatiert ist. Nicht in D.

Lepirudin

Refludan®

Antikoagulans, Antithrombotikum. Siehe Desirudin, aber zusatzlich mit
einer geanderten AS.

Drotrecognin
alpha

Xigris®

Humaner Blutgerinnungsfaktor XIV; akute Sepsis, Verhinderung
unkontrollierter Blutgerinnung bei Sepsis, induziert durch pathogene
Keime Uber eine Aktivierung kdrpereigener gerinnungsaktivierender
Mediatoren. Drotrecognin ist ein gentechnisches Analogon des
korpereigenen Protein C, das antithrombotisch und profibrinolytisch
wirkt.

Alteplase

Actilyse®

Fibrinolytikum, akuter Infarkt; rekombinantes Analogon (aus CHO-
Zellen, glycosiliert) des Gewebeplasminogenaktivators t-PA, der
wiederum Plasmin aus Plasminogen aktiviert, das wiederum
Fibrinaggregate (z.B. in Gerinnsel, Thromben) depolymerisiert und Iost.

Reteplase

Rapilysin®

Fibrinolytikum, akuter Infarkt; wie Alteplase, aber nur Nachbau eines
Proteinteils von t-PA, aus E. coli, nicht glycosidiert. Héhere Stabilitat
und Aktivitat als Alteplase.

Tenecteplase

Metalyse®

Fibrinolytikum, akuter Infarkt; wie Alteplase, aber an zwei AS verandert
(Mutein).

Abciximab

Antikdrper

RheoPro®

Thrombozyten-Aggregationshemmer bei instabiler Angina pectoris.
Gentechnologisches Antikdrperfragment (nur Fab-Teil) gegen
Glycoproteinrezeptoren GPIIb/llla, die sich auf den Oberflachen von
Thrombozyten befinden. Bindung von lslischem Fibrinogen und von-
Willebrand-Faktor (z.B. nach Gefassverletzungen) bewirkt die
Quervernetzung der Blutplattchen = Thrombus. Abciximab bindet an
den Rezeptoren und blockiert somit die Thrombenbildung.




Rekombinante Proteine bei Krebs |

Interleukin-2 IL-2

Proleukin®

Cytostatikum (Nierenkarzinom); gentechnologisches IL-2-Analogon aus
E.coli, das aber an zwei AS verandert ist (Mutein) und im Gegensatz
zum endogenen IL-2 nicht glycosyliert. IL-2 aktiviert cytotoxische T-
Zellen, erhoht deren Toxizitat und aktiviert T-Helferzeller und
Makrophagen.

Tasonermin

Beromun®

Cytostatikum (Weichteilsarkome, palliative Behandlung);
gentechnologisches Analogon zu Tumor-Nekrose-Faktor (TNF-o) aus
E.coli, nicht glycosidiert, mit immunmodulatorischer und cytotoxischer
Komponente. Nicht in D.

Rasburicase

Fasturtec®

Prophylaxe der Hyperurikamie unter Chemotherapie;
Gentechnologisches Analogon einer Urat-Oxidase, die normalerweise in
Aspergillus flavus gebildet wird und als Rasburicase in S. cerevisiae
exprimiert wird. Da wahrend einer Chemotherapie durch absterbende
Zellen groRe Mengen an Harnsaure mit der Gefahr der Hyperurikdmie
freigesetzt werden, wird das Protein prophylaktisch oder bei
Nierenversagen eingesetzt.

Asparaginase

Asparaginase
®

Cytostatikum. Bestimmte Tumorzellen sind nicht in der Lage die
Aminosaure Asparagin selbst zu bilden und verwenden die AS des
Wirtes. Asparaginase spaltet Asparagin in Asparaginsaure und
Ammoniak und unterbindet somit den Nachschub der Aminoséure.

Asparaginase
pegyliert

Oncaspar®

Wie Asparaginase, aber pegyliert mit verlangerter t1/2.

Rituximab

AK

MabThera®

Cytostatikum (Non-Hodgkin-Lymphom); monoklonaler Antikorper
(chimar) gegen CD-20 Oberflachenprotein von B-Blutlymphocyten, die
aber bei Leukamie als Krebszellen fungieren. Selektive Bindung von
Rituximab an das CD-20 Oberflachenprotein der Zielzellen bewirkt
Erkennung und Zerstorung der Zellen durch das Immunssystem (T-
Zellen und Komplement).

Tositumomab

AK

Bexxar®

Cytostatikum; wie Rituximab, aber zusatzlich Kopplung des Antikdrpers
mit Radio-"*"lod = zusétzlich Zerstérung der Zielzelle durch radioaktive
Strahlung.

Ibritumomab

AK

Zevalin®

Cytostatikum, wie Rituximab, aber zusatzlich Kopplung des Antikdrpers
mit Radio-"’Yttrium = zusétzlich Zerstérung der Zielzelle durch
radioaktive Strahlung.

Alemtuzumab

AK

MabCampath
®

Cytostatikum (Leukamie); monoklonaler Antikérper (humanisiert, aus
CHO) gegen das CD-52 Oberflachenprotein von Blutzellen. Bindung
von Alemtuzumab bewirkt Erkennung und Zerstorung der Zellen durch
Immunssystem (T-Zellen und Komplement).

Trastuzumab

AK

Herceptin®

Cytostatikum (Tumore der weiblicher Geschlechtsorgane);
monoklonaler Antikdrper gegen die extrazellulare Doméne des
humanen EGF-Rezeptors (epidermaler Wachstumsfaktor). Bindung von
Trastuzumab bewirkt Erkennung und Zerstorung der Zellen durch das
Immunsystem (T-Zellen und Komplement).

Cetuximab

AK

Erbitux®

Cytostatikum (fortgeschrittene Karzinome des Hals-Kopf-Bereiches);
monoklonaler Antikdrper gegen den epidermalen Wachstumsfaktor
EGFR.




Bevacizumab

AK

Avastin®

Cytostatikum (Koloncarcinom); monoklonaler Antikérper gegen VEGF-
Proteine, die als Vascular Endothelial Growth Factor die Ausbildung von
GefalRen und deren Wachstum regulieren. Tumorzellen exprimieren
hohe Mengen solcher VEGF, um Gefal3e zu sich hin auszubilden um
die Nahrstoffversorgung des Tumors zu gewahrleisten (Angiogenese).
Bindung von Bevacizumab bewirkt Reduktion der VEGF-Titer im Blut
und damit geringere Nahrstoffversorgung des Tumors = Apoptose.

Octreotid

Sandostatin®

Synthetisches Somastostatin-Analogon. Endogenes Somastotatin aus
dem Hypothalamus reguliert die Somatotropinfreisetzung aus der
Hypophyse. Da einige maligne Adenome Somatotropin-/Somatostatin-
abhangig wachsen wird Octreoid zur Krebstherapie eingesetzt.

Interferon a-1

Infergen®

Krebstherapeutikum via Immunsystemmodulation (auch gegen Hepatitis
B, C). Gentechnisches Muteinanalogon zu INF-a, 166 AS, nicht
glycosyliert

Interferon a-2a

Roferon®

Krebstherapeutikum via Immunsystemmodulation (auch gegen Hepatitis
B, C). Gentechnisches Analogon zu INF-a-2a,166 AS mit einer
zusatzlichen AS im Vergleich zu humanem INF-a-2a, nicht glycosyliert,
aus E.coli.

Peginterferon a-
2°a

Pegasys®

Wie INF-a-2a, aber pegyliert, verlangerte t1/2.

Interferon a-2b

Intron®

Krebstherapeutikum via Immunsystemmodulation (auch gegen Hepatitis
B, C). Gentechnisches Analogon zu INF-a-2b, 166 AS mit einer
zusatzlichen AS im Vergleich zum humanem INF-o-2b, nicht
glycosyliert, aus E.coli.

Peginterferon a-
2b

PEG-Intron®

Wie INF-a-2b, aber pegyliert, verlangerte t1/2.

Interferon B-la

Avinex®,
Rebiv®

Krebstherapeutikum (Leukamie) via Immunsystemmodulation (auch
gegen MS). Zwei gentechnische Analoga zu INF-p-1a im Handel, beide
hergestellt aus CHO-Zellen, die aber unterschiedliche Zellklone sind.
Hieraus resultieren unterschiedlich glycosilierte INF-B-1a-Produkte.

Interferon B-1b

Betaferon®
u.a.

Krebstherapeutikum (Leukamie) via Immunsystemmodulation (auch
gegen MS). Gentechnisches Muteinanalogon zu INF-a-1b, 166 AS,
nicht glycosyliert, aus E.coli.

Interferon y-1b

Imukin®

Gegen Granulomatose, maligner Osteopetrosis. Aktivierung
immunkompetenter Zellen, genauer Wirkmechanismus unklar.
Gentechnisches Analogon (140 AS) zu INF-y-1b (146 AS).




Rekombinante Proteine als Antirheumatika und antiinflammatorische Wirkstoffe

Anakinra

Kineret®

Antirheumatikum in Form eines Interleukin-Antagonistes. Analogon
zum endogenen Interleukin-1 Rezeptorantagonist IL-1Ra,
rekombinant aus E.coli, nicht glycosdiert mit einem zusatzlichen
Methionin am N-Terminus. Da IL-1 inflammatorische Kaskaden
induziert, werden diese durch den Rezeptorantagonist blockiert.
Einsatz bei rheumatoider Arthritis.

Etanercept

Enbrel®

Anthirheumatikum in Form eines selektiven Immunsuppressivums.
Extrazellulare Domane des TNF-a-Rezeptors, gekoppelt an zwei
schwere Ketten des konstanten Fc-Teils des humanen
Immunoglobulin G (IgG1-Fc), rekombinant exprimiert aus CHO-
Zellen. Dieser l6sliche Rezeptor bindet freies TNF-a, welches ein
starkes Proinflammatorisches Protein darstellt = Reduktion von
Inflammationen. Einsatz bei rheumatoider Arthritis.

Adalimumb

AK

Humira®

Immunsuppressivum. Monoklonaler Antikdrper gegen TNF-c.
Einsatz bei rheumatoider Arthritis.

Infliximab

AK

Remicade®

Immunsuppressiuvum. Monoklonaler Antikdrper (chimér) gegen
TNF-a. Einsatz bei rheumatoider Arthritis, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen.

Natalizumab

AK

Tysabri®

Adhasionsmolekul-Inhibitor, der verhindert, dal3 Leukozyten aus
dem Blut ins Gewebe eindringen und dort immunologische
Reaktionen und Inflammationen verstarken. Der Antikdrper bindet
an ICAM-Adhasionsmolekiile, die normalerweise die am
Blutgefassendothel vorbeikommende Leukozyten festhalten und
befahigen durch das Endothel ins Gewebe durchdringen zu
kénnen. Therapie der schubférmig-remittierenden multiplen
Sklerose.




Rekombinante Proteine als Immunsuppressiva

Basiliximab

AK

Simulect®

Immunsuppresssivum zur Prophylaxe der Transplantatabstof3ung.
Monoklonaler Antikérper gegen CD25. Dieses Oberflachenprotein
auf T-Helfer-Zellen bewirkt eine optimierte Bindung von IL-2 an die
Zelle, was im Normalfall zu einer Zellaktivierung und verstarkte
Proliferation der Immunzellen fuhrt. Aktivierte T-Zellen, die z.B.
gegen Transplantate gerichtet sind, kbnnen durch eine solche IL-2-
Aktivierung eine Transplantatabstol3ung bewirken. Blockade von
CD25 durch einen Antikorper verhindert diese Aktivierung.

Daclizumab

Zenapax®

Monoklonaler Antikorper gegen CD25. Wie Basiliximab AK

Muromomab-CD3
AK

Orthoclone®OKT

Monklonaler Antikdrper gegen T3-Antigen auf T-Zellen =
Unterbindung der Aktivierung. Einsatz zur Prophylaxe der
Transplantatabstof3ung.




Rekombinante Proteine gegen Osteoporose

Calcitonin

Forcaltonin®

Gentechnisches Lachscalcitonin. Endogenes Calcitonin bewirkt
Einbau von Ca und Phophat in die Knochenmatrix und hemmt die
Freisetzung dieser lonen aus dem Knochen. Anwendung bei
Osteoporose, Hypercalziamie.

Paratyroidhormon | Preotact® Rekombinantes komplettes Analogon des humanen Parathormons
aus E. coli. Anwendung bei postmenopausaler Osteoporose bei
Hochrisiko-Patientinnen mit hohem Frakturrisiko.

Teriparatide Forsteo® Rekombinantes Fragment des humane Parathormons. Endogenes

Parathormon aus der Nebenschilddrtise steuert den Ca-Spiegel des
Organismus (intestinale Resorption, Mobilisierung aus Knochen,
Exkretion, Sekretion etc.) und stimuliert Osteoblasten zum
Knochenaufbau. Teriparatide reguliert diese
Osteoblastenfunktionalitat hoch. Anwendung bei Osteoporose bei
hohem Frakturrisiko.




Rekombinante und synthetische Hypophysen- und Hypothalamushormone

Somatotropin,
Wachstumshormon

Genotropin®,
Humatrope®,
Norditropin®,
Saizen®,
Zomacton®

Rekombinantes, humanes Wachstumshormon Somatotropin. Die
verschiedenen Praparate werden nach unterschiedlichen
Klonierungsstrategien hergestellt und sind deswegen formal nicht
als Analogprodukte zu sehen. Die AS-Sequenz entspricht aber
weitgehend dem humanem Somatostatin. Anwendung bei
Minderwuchs, bei chronischer Niereninsuffizienz.

Pegvisomant

Somavert®

Rekombinanter Antagonist des humanen Wachstumsfaktors
Somatotropin. Anwendung bei Akromegalie (abnorme
VergréRerung von Gesichtspartien).

Octreotid

Sandostatin®

Synthetisches Somastostatin-Analogon. Endogenes Somastotatin
aus dem Hypothalamus reguliert die Somatotropinfreisetzung aus
der Hypophyse. Da einige maligne Adenome Somatotropin-
/Somatostatin-abhangig wachsen wird Octreoid zur Krebstherapie
eingesetzt.

Lutropin alfa

Luveris®

Rekombinantes Luteinisierendes Hormon (LH) aus S. cerevisiae.
Anwendung zur in-vitro Fertilisation (Eizellreifung)

Follitropin alfa

Gonal-f®

Rekombinantes Follikelstimulierendes Hormon (FSH) aus CHO.
Anwendung zur in-vitro Fertilisation (Eizellreifung)

Follitropin beta

Puregon®

Rekombinantes Follikelstimulierendes Hormon (FSH) aus CHO.
Anwendung zur in-vitro Fertilisation (Auslésung Eisprung)

Chorogonadotropin
alfa

Ovitrelle®

Rekombinantes Choriongonadotropin (CG) aus CHO. Anwendung
zur in-vitro Fertilisation (Eizellreifung)

Gonadorelin

Krytocur®,
Lutrelef®

Synthetisches Peptid aus 10 Aminosauren als Nachbau des
endogenen Gonadoliberins (GnRH) des Hypothalamus, das
wiedeum die Freisetzung von LH und FSH aus der Hypophyse
steuert. Anwendung bei GnRH-Minderfreisetzung (Steigerung
Spermatogenese, Hodenminderwuchs, Induktion Ovulation,
Therapie hormonabhangiger Tumore). Synthetische Analogpeptide,
mit anderer Sequenz als endogenes GnRH zur Tumortherapie:
Buserelin, Leuprorelin, Nafarelin, Tryptorelin.

Tetracosactid

Synacthen®

Synthetisches Analogon des adrenocorticotropen Hormons (ACTH,
Corticotropin) aus 39 Aminosauren. Endogenes ACTH der
Hypophyse reguliert die Corticosteroidfreisetzung der
Nebennierenrinde. Anwendung als Diagnostikum zur Kontrolle der
Cortisolausschittung.

Desmopressin

Minirin®,
Desmogalen®

Synthetisches Analogum des Vasopressins (ADH). Endogenes
Vasopressin der Hypophyse reguliert die Osmolaritat der
Korperflissigkeiten. Therapeutische Anwendung bei Diabetes
insipidus.

Terlipressin

Glycylpressin®,
Haemopressin®

Synthetisches Analoga des Vasopressins (ADH). Siehe
Desmopressin.

Oxytocin

Oxytocin®,
Syntocinon®

Synthetische Analoga von Oxytocin. Endogenes Oxytocin der
Hypophyse fordert die Bewegung des Uterus und die
Milchausschittung der Brust. Anwendung zur Geburtseinleitung
und bei Brustschwellungen stillender Mutter (als Nasenspray).




Rekombinante Proteine zur Beeinflussung der Blutzellbildung

Filgrastim

Neupogen®,
Lenograstim®

Rekombinante Analoga des Granulocyten-koloniestimulierenden
Faktors G-CSF. Endogenes G-CSF reguliert die Bildung,
Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen der
Immunabwehr aus dem Blut und ist an der Freisetzung von
neutrophilen Granulocyten (immmunologische unspezifische
Erstabwehr von Infektionen) ins Blut beteiligt. Filgrastin aus E.coli,
nicht glycosidiert, terminal ein zusatzliches Metionin. Lenograstin
aus CHO, glycosidiert, humanidentisch. Anwendung bei
Neutropenie (Verminderung neutrophiler Granulocyten mit hoher
Infektionsgefahr) im Rahmen einer Chemotherapie.

Pegfilgrastim

Neulasta®

Wie Filgastrim, aber pegyliert, verlangerte t1/2.

Molgramostim

Leukomax®

Rekombinantes Analogon des Grunolyten-Macrophagen-
koloniestimulierenden Faktors GM-CSF. Endogenes GM-CSF
reguliert die Bildung, Proliferation und Differenzierung von
Vorlauferzellen der Immunabwehr aus dem Blut und ist an der
Freisetzung von Makrophagen und Granulocyten ins Blut und
Gewebe beteiligt. Aus E.coli, nicht glycosidiert. Anwendung bei
Neutropenie (Verminderung neutrophiler Granulocyten mit hoher
Infektionsgefahr) im Rahmen einer Chemotherapie.

Sagramostim

Leukine®

Wie Molgramostim, aber glycosidiert (nicht humanidentisch), aus S.
cerevisiae, eine AS geandert.

Epoetin alfa

Erypo®

Rekombinantes Analogon von Erythropoetin (EPO). Endogenes
EPO aus der Nierenrinde stimuliert Wachstum und Reifung der
Erythrocyten im Knochenmark Endogenes EPO ist glycosidiert,
unglycosiderte Formen sind aber auch wirksam, weisen aber eine
geringere t1/2 auf. Aus CHO, glycosidiert, t1/2 ca. 8 Std.
Anwendung bei Andmie bedingt durch Nierenerkrankung oder
Chemotherapie. Doping!

Epoetin beta

NeoRecormon®

Wie Epoetin alfa, aber anderes Glycosidierungsmuster. Aus CHO

Epoetin delta

Dynepo®

Wie Epoetin alfa, aber aus einer humanen Zelllinie.

Darbepoetin alfa

Aranesp®

Wie Epoetin alfa, aus CHO, aber 5 AS verandert, dadurch hdhere
Glycosidierung = t1/2 auf 25 Std. verlangert.




Rekombinante Proteine zur Wundbehandlung und Psoriasis

Dibotermin alfa

Inductos®

Rekombinantes Analogon des humane Knochen-
Morphogeneseproteins. Forderung der Proliferation von
Osteoklasten und damit der Knochenbildung. Anwendung zur
Behandlung von Knochenfrakturen, indem das Protein direkt auf die
Bruchflachen aufgebracht wird.

PDGF

Regranex®

Rekombinantes Analogon des Plattchenwachstumsfaktors PDGF
(Platelet Derived Growth Factor). Endogenes PDGF stimuliert
Wachstum von an der Wundheilung beteiligter Zellen. Anwendung
bei Ulzera als Folge diabetischer Polyneuropathie.

Efalizumab

Raptiva®

Monoklonaler, humanisierter Antikorper, der bewirkt, dass T-
Lymphocyten nicht mehr tGber die Adhasionsmolekile ICAM an die
Blutgefasswandung (Endothel) binden kénnen und damit nicht in
das Gewebe einwandern kénnen. Damit wird die T-Zell Aktivierung
mit den nachfolgenden Entztindungsreaktionen unterbunden.
Anwendung bei Psoriasis (siehe auch Natalizumab).




Rekombinante Immunglobuline
Rekombinante Herstellung humanisierter AK

* nicht humanisierte AK siehe Vorlesungsteil "Immunologie": Hybridomtechnik

Humanisierte Antikorper:

» Vektor fur die Genbereich der konstanten Regionen der H- und L-Kette aus
Mensch

variabler

Leichte
konstanter Kette (L)

Bereich

Schwere
Kette (H)



Immunglobuline
Phagen-Display

* Hybridom-Zell-Linie = mRNA =cDNA = Amplifikation der Bereiche
der variablen Bereiche der H- und L-Kette = Amplimere werden in
Phaggnvektor kloniert =Transformation in E.coli =

* Wie grkennen?
- Benétigt werden 4 Primer (2 H, 2 L-Kette)
* Primersequenzen aber nicht bekannt

» Auswahl der Primer auf Grund bekannter Konsensussequenzen flr H-
und L-Kette, die aber mehr die FR-Regionen und weniger die
hypervariablen Bereiche erkennen (backward primer). Forward primer
erkennen Konsensus Sequenzen der konstanten Bereiche.

Verwendung ganzer degenerierter Primerscharen



YV YV V

Phagendisplay

ein in vitro Selektionssystem
man nutzt nur das AG-bindende Fragment aus dem variablen Teil

Herstellung eines Phagenvektors, wobei eine Fusion von Fab-Fragmente an ein
Oberflachenprotein (Oberflachen-Hullprotein plll) eines Phagen (meist filamentoser

Phage M13) erfolgt. Helferphage (M13)

1l Antigen-
P - / Bindestelle

(pVIID,, Komplettes Phagengenom

Transformation des Phagen in E.coli Antikérper-plll- | 3-scFv
Fusiongprotein %4

E. coli vermehrt Phagen, die freigesetzt werden y

Der AK wird durch den Phagen exprimiert und auf der Oberflache des Phager
prasentiert

= Phagen-Bibliothek



YV VY

Phagendisplay

AG wird an eine Festphase immobilisiert: Fischen des Phagen mit dem richtigen
AK

> Nicht interagierende Phagen durch Waschen entfernen

Selektierten Klon isolieren

Wiederholung mit kleiner geschnittener DNA

Vermehrung in E.coli

Wiederholung.... bis der kleinste funktionierend Genabschnitt gefunden ist

Phagenpopulation Antigen
naggPop 2L

waschenl _jg." ‘

%; gebundener
:BHPhage

Wiederholung




