BIOTEKNOLOGI

Produktion af terapeutiske
proteiner i mammale celler — 1

Mammale celler fér storre udbredelse inden for produktion af terapeutiske proteiner. Denne
produktionsform muliggor posttranslatoriske modifikationer, som er med til at sikre den
terapeutiske effektivitet af de producerede proteiner

Af Qaus Kristensen, Jorn Meidahl Petersen, Bjarne Rask Poulsen og Lars Hojlund Christensen,

Biopharmaceutical Research Unit, Novo Nordisk A/S

Siden insulin blev introduceret til behandling af diabetes i
1920’erne, er der sket en markant stigning i anvendelsen af
proteiner til terapeutiske formal. Specielt markedet for terapeu-
tiske monoklonale antistoffer (mAb) har de seneste ar udvist
stor vaekst og estimeres at kunne na 30 mia. US dollars i 2011
(figur 1). Da rekombinante monoklonale antistoffer produceres i
mammale celler, har denne udvikling medfgrt en gget industriel
fokus pa udviklingen af produktionsplatforme baseret pa mam-
male celler. Industrielt benyttes mammale celler dog ogsa til
fremstilling af vigtige hormoner og vekstfaktorer som erythro-
poetin (EPO), interferon (IFN-a, INF-f), koagulationsfaktorer
(Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX) og thrombolytiske proteiner
som plasminogen aktivator (tPA). Felles for alle disse stoffer er,
at deres terapeutiske effektivitet atheenger af posttranslatoriske
modifikationer, som ikke umiddelbart kan finde sted i mikrobi-
elle celler, men som forekommer naturligt i mammale cellers
proteinsyntese-apparat.

I dag udtrykkes mere end 50 markedsfgrte terapeutiske
proteiner i mammale celler, hvoraf gruppen af monoklonale
antistoffer udggr cirka 23. Eksempler pa markedsfgrte terapeuti-
ske proteiner udtrykt i mammale celler er vist i tabel 1, mens en
uddybende oversigt kan findes i [1] og [2].

Denne artikel er den fgrste af to artikler med fokus pa indu-
striel udnyttelse af mammale celler til produktion af rekom-
binante, terapeutiske proteiner til human brug. Her beskrives
rationalerne for brug af mammale celler samt de anvendte eks-
pressionssystemer. En efterfglgende artikel vil fokusere pa de

procestekniske aspekter omkring dyrkning af mammale celler i
bioreaktorer, herunder opskalering til industriel relevant skala.
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Figur 1. Antal af registrerede monoklonale antistoffer.

Historisk

Dyrkning af mammale celler i laboratoriet blev beskrevet alle-
rede i 1880’erne, men fgrst i begyndelsen af 1900-tallet blev in
vitro dyrkning af celler anerkendt, da Harrison rapporterede om
sit arbejde med levende nervefibre i laboratoriet [3]. Gennem
den fgrste halvdel af 1900-tallet skete der en gradvis udvikling
1 teknikkerne til dyrkning af mammale celler. Den naste stgrre
landvinding var opdagelsen og kommerciel produktion af anti-
biotika i 1940-50’erne. Tilsztning af antibiotika til dyrknings-
mediet gjorde det langt lettere at undga kontamineringer med

Ar Protein Firma Indikation Mammale veertscelle
1989 EPO Amgen, Roche Anzemi CHO

1993 Faktor VIl Bayer, Baxter, Wyeth, Aventis Haemofili BHK/CHO

1996 tPA Genentech Blodpropper CHO

1996 IFN-B1a Biogen, Merck-Serono Multipel Sklerose CHO

1996 Faktor VII Novo Nordisk Haemofili BHK

1997 FSH Organon Fertilitsbehandling CHO

1998 Fusion protein Immunex/Amgen Gigt CHO

2001 Protein C Eli Lilly Blodforgiftning HEK293
1986-2006 Monoklonale antistoffer Flere Cancer, gigt, asthma, CHO, NSO, Sp2/0

sklerose mm.

Forkortelser IFN, interferon; EPO, erythropoitin; tPA, plasminogen aktivator; FSH, follikel stimulerende hormon.

Ar angiver arstal for 1. registrering

Tabel 1. Eksempler pa terapeutiske proteiner produceret i mammale celler.
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bakterier, hvorved cellerne kunne dyrkes aseptisk i l&ngere tid.
En klar milepzl for den industrielle udnyttelse af mammale cel-
ler var dog, da Kohler og Millstein i 1975 publicerede anvendel-
sen af hybridomer til produktion af monoklonale antistoffer [4].
Denne opdagelse inspirerede til en fortsat udvikling af metoder
til handtering af mammale celler, men den var ogsa startskud-
det til en udvikling, der betgd, at monoklonale antistoffer i dag
udggr en betydelig andel af de markedsfgrte, terapeutiske pro-
teiner. Udvikling af forbedrede dyrkningsteknikker har de sidste
10-15 ar bl.a. fokuseret pa udviklingen af medier (basalmedier
og supplementer) til erstatning for tidligere 1gsninger baseret pa
brugen af specielt kalveserum, diverse komponenter af animalsk
oprindelse eller proteinhydrolysater med uacceptabel hgj varia-
tion fra batch til batch. I den forbindelse bgr nevnes, at Novo-

Faktaboks

Vi%tige mammale cellelinjer til produktion

af farmaceutiske proteiner

CHO-celler er isoleret fra Chinese Hamster Ovarie. Moder-
cellelinjen blev isoleret i 1957, men den mest kendte
prolinkravende variant CHO-K1 blev isoleret i 1968 af Kao/
Puck. Yderligere to varianter af CHO-K1 er isoleret efter
mutagenese pa CHO-K1-celler, nemlig CHO Dukx-B11- og
CHO DG44-cellelinjerne. Begge disse muterede cellelinjer
mangler DHFR-genet, og denne mangel kan komplementeres
af DHFR fra det plasmid, som indsattes i cellerne, hvorved
man har et effektivt selektionssystem. CHO Dukx-B11 er
tidligere rapporteret i stand til at reaktivere DHFR-syntesen,
mens dette vurderes ikke sandsynligt i DG44, hvor inaktive-
ring af DHFR-genet er sket ved deletering [6,7].

Hvis DHFR yderligere inhiberes kemisk ved at tilsatte
methotrexat til cellemedie, kan kopitallet af DHFR og
dermed GOI (Gene Of Interest) gges. Denne sakaldte
amplifi cering kan for visse proteiner give kraftig ggning
af cellernes proteinproduktion. CHO-K1-, Dukx-B11- og
DG44-celler bruges i dag til at producere flere end 20 af de
markedsfgrte farmaceutiske proteiner.

NSO-celler er muse-myelomceller. Modercellelinjen er en
plasmacytom cellelinje isoleret fra BALB/c mus i 1962.
Som de fleste plasmacytomceller sekreterede cellerne IgG1.
Efter flere udkloninger i forskellige laboratorier blev der i
1974 isoleret en klon, som ikke sekreterede IgG1, men dog
stadig syntetiserede IgG1 let keede. Den endelige NSO-cel-
lelinje, som blev isoleret i 1981, producerer hverken IgG1-
protein eller -fragmenter. Myelomceller kan fusioneres
med miltceller, sa der opstéar hybridomceller, som effektivt
producerer monoklonale antistoffer og saledes har NSO
varet meget brugt som fusionspartner i monoklonale antis-
tofteknologier. Fordi NSO-cellerne har meget lave niveauer
af glutamin synthetase (GS) blev der omkring 1990 udviklet
et meget effektivt ekspressionssystem baseret pa plasmider
med GS som selektionsmarkgr. NSO-celler har is@r varet
brugt til at producere antistoffer.

BHK-celler blev oprindelig isoleret fra hamsternyre (Baby
Hamster Kidney) i 1961, og cellerne blev dels inficeret
med virus og dels udsat for kemisk mutagenese, inden den
mest udbredte BHK-variant BHK21 TK- ts13 blev isoleret
i 1977. Denne cellelinje mangler thymidin-kinase-genet,
som kan komplementeres af DHFR-genet for DNA-syn-
tese. Transfekterede celler kan derfor effektivt isoleres, nar
DHER inhiberes med methotrexat. BHK-celler bruges bl.a.
til produktion af visse koagulationsfaktorer inkl. Faktor VII
(NovoSeven) fra Novo Nordisk.
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zymes A/S 12007 har etableret en Biopharmaceutical Ingredi-
ents division netop mhp. levering af rekombinante proteiner til
erstatning for tidligere anvendte mediekomponenter/supplemen-
ter af animalsk oprindelse.

Mammale cellelinjer

Mammale celler udtaget fra animalsk vav har normalt be-
grenset levetid in vitro, men cellerne kan underga en transfor-
mation, sa de kan vokse uendeligt; dvs. de bliver immortalise-
rede/udgdeliggjorte. Denne transformation kan opsta spontant,
som det ses i visse tumorcellelinjer, eller den kan induceres
ved virusinfektion eller ved klassisk mutagenese med kemi-
ske stoffer eller straling. De immortaliserede cellelinjer, som
bruges til produktion af rekombinante proteiner, udvalges

pa baggrund af deres delingshastighed, samt deres evne til at
syntetisere og udskille korrekt processeret protein. Til produk-
tion af terapeutiske proteiner bruges oftest cellelinjer fra dyr af
gnaverfamilien, sasom varianter af CHO-, BHK- og NSO-cel-
ler (se faktaboks). CHO-cellelinjer anvendes ofte til industriel
fremstilling af terapeutiske proteiner, bl.a. fordi CHO-cel-
lelinjer har vist sig som darlige beaerere af utilsigtede patogene
humane vira.

Under normale forhold vil celler i vav vare naturligt omgivet
af et meget naringsrigt miljg, som opretholdes ved tilfgrsel af
substrater som ilt og sukker. Disse tilfgres via det filtrat af blod,
som passerer fra arterie til vene, og med dette filtrat fjernes ogsa
affaldsstoffer sisom CO, og laktat. In vitro kreves derimod an-
vendelse af komplekse medier, og historisk var de fgrste medier
baseret pa biologiske vasker som serum eller ekstrakter af blod
eller vaev. Brugen af kalveserum som tils@tning var udbredt
indtil begyndelsen af 1990’ erne, hvor udbrud af kogalskab
medfgrte en brat begreensning i den globale tilgeengelighed af
kalveserum godkendt til dyrkning af celler mhp. fremstilling af
terapeutiske proteiner. I laboratoriet tilstrabes i dag, hvor mu-
ligt, fuldt definerede medier uden animalske komponenter med
glukose og glutamin som kulstof- og energikilder. Med dette
valg af kulstofkilder vil de producerede affaldsstoffer udggres
af laktat, CO, og ammonium. Den valgte dyrkningsproces og
medieformulering skal derfor designes, sa koncentrationen af

disse affaldsstoffer holdes pa passende lave niveauer under
dyrkningen.

Mammale ekspressionssystemer

For at fa et fremmed protein udtrykt i en mammal cellelinje skal
det genetiske materiale, som koder for proteinet, optages i den
mammale celle. Denne proces kaldes transfektion. Til transfek-
tion kan udnyttes en af naturens egne effektive mader at fa DNA
ind i en mammal celle pa - nemlig virusinfektion. Da de virus-
baserede metoder er svare at arbejde med, bruger man oftest de
simplere direkte transfektionsteknikker, hvor plasmidet optages
direkte ind i cellerne. Optagelse af plasmid/DNA i celler facilite-
res ved at ggre cellevaggen porgs; enten gennem lipidbaserede
metoder eller ved elektrochok. Efter transfektionen isoleres de
celler, som har optaget plasmidet, og sekundert udvelges de
celler, som stabilt og effektivt producerer det gnskede protein. For
at selektere celler, som har optaget plasmid, bruges bl.a. selekti-
onssystemer, hvor plasmidet indeholder et gen, som er essentielt
for cellens vakst (recessive, selektive markgrer). Eksempelvis
benyttes hyppigt CHO-cellelinjer som Dukx-B11 og DG44, hvor
begge DHFR (dihydrofolate reduktase) alleler er inaktiveret ved
mutationer. DHFR er ngdvendigt for syntesen af tetradihydro-
folat, og mangel pa tetradihydrofolat vil hamme den primare
syntese af glycin ud fra serin, syntesen af thymidin-monofosfat
og purin-biosyntesen [5]. Cellerne kan derfor kun vokse i medier
uden glycin, thymin eller hypoxanthin, hvis de har optaget et eks-
pressionsplasmid indeholdende et gen kodende for DHFR. Selek-
tionen kan gges ved at tils@tte en inhibitor af selektionsmarkgrens
produkt — i dette tilfeelde methothrexat (en folinsyre-analog), som
inhiberer aktiviteten af DHFR. Man bgr i denne sammenha&ng
vere opmearksom pa risikoen for reaktivering af de inaktiverede
DHFR alleler (se faktaboks).

Ud over selektionsmarkgren indeholder mammale ekspres-
sionsvektorer DNA-sekvenser, som fremmer udtrykkelsen af det
gnskede protein (GOI, Gene of Interest). Vigtigste element for
at fa effektiv udtrykkelse af det gnskede produkt er en promo-
torsekvens, som sidder foran den produktkodende sekvens.
Disse sekvenser isoleres ofte fra vira, som har nogle af de
kraftigste promotorer til regulering af genekspression. Efter den

Egenskab E.coli Geer Mammale celler
Generationstid (timer) 0.5-1.0 1.5-3.5 12-40
Dimension (um) 1.5-3 2-10 10-300
Vaekst medie sammensaetning Fa, definerede Fa, definerede Komplekst,
komponenter komponenter evt. med serum
Vaekst medie pris (index) 1 1 5-400
Celletethed 10" fedbatch 108 batch 10° batch
(celler pr mL) — proces type 10° fedbatch 107 fedbatch
108 perfusion
Volumetrisk produktivitet 5-300 10-100 5-50U"
(mg/L/time)
Lokalisation af protein Cytoplasmatisk Cytoplasmatisk Extracellulzer
Periplasmatisk Peroxisomal

Extracellulaer’

Grovrensning Celledbning
Centrifugering/Filtrering

Kromatografi

Foldning Refoldning kan vaere

ngdvendigt

Extracellulaer

Centrifugering/Filtrering Filtrering
Kromatografi Kromatografi
OK OK

Tabel 2. Sammenligning af karakteristika for mammale og mikrobielle ekspressionssystemer.
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Figur 2. Koagulations Faktor VII, et eksempel pad glykoprotein med komplekse
posttranslationelle modifikationer.

produktkodende sekvens sidder en terminator og en polyade-
nyleringssekvens, som sgrger for at mRNA far en polyA-hale
og dermed bliver mere stabilt i cellen. Ekspressionsplasmidet
kan ogsa indeholde DNA-elementer, som faciliterer plasmidets
indkorporation pa cellens kromosom.

Mammale versus mikrobielle systemer

I terapeutisk sammenhang kan forbruget af eksempelvis anti-
stoffer lgbe op i mangder svarende til mange gram pr. patient
pr. ar [8], hvilket kraever arlig produktion i tonsskala af visse
antistoffer. Med sadanne produktivitetsbehov ville det synes
oplagt at udtrykke terapeutiske proteiner i mikrobielle verts-
systemer som bakterier eller geer. De mikrobielle vertssystemer
er kendetegnet ved deres hgje vaeksthastighed, billige vakstme-
dier, hgje celleteetheder og en relativ ukompliceret grovrensning
(tabel 2). Specielt den store forskel i celletethed er afggrende
for den generelt hgjere volumetriske produktivitet observeret i
processer baseret pa mikrobielle vartsceller. Udviklingstiden
for en mikrobiel produktionscellelinje er i reglen kortere end for
mammale celler, primert fordi eksempelvis E. coli fordobler sig
20-40 gange hurtigere end en mammal celle. Derudover kan ud-
vaelgelsen af en mammal produktionscellelinje krave flere trin,
sasom amplifikation, subkloninger, eventuel adaption til vekst i
suspensionskultur og adaptering til serumfrit medium.

Posttranslatoriske modifikationer

Nar mammale celler alligevel er s& udbredte i forbindelse med
fremstilling af terapeutiske proteiner, skyldes det deres evne til
at sikre korrekte disulfidbroer, korrekt foldning af molekylet, og
ikke mindst muligheden for posttranslatoriske modifikationer
af peptidet (glykosylering, fosforylering, sulfatering, acetyle-
ring, acylering, y-carboxylering, proteolytisk processering).
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En uddybende oversigt for posttranslatoriske modifikationer af
terapeutiske proteiner i mammale celler kan findes i [9]. Visse
proteiner kan saledes kun produceres i mammale celler, hvis de
skal have en kvalitet, som ggr dem anvendelige til human-tera-
peutisk brug. Der findes dog eksempler pa terapeutiske protei-
ner, som produceres i bade mammale og mikrobielle systemer.
Saledes har IFN-f udtrykt i mammale celler en human-lignende
N-glykosylering, mens det tilsvarende peptid udtrykt i E. coli
ikke er glykosyleret.

De mammale cellers fortrin ligger, som navnt, i deres evne til
at udtrykke korrekt foldede polypeptider, bl.a. med en glykosy-
lering som er kompatibel med human brug uden at vere fuldt
identisk med human glykosylering. Proteinernes glykanstruktu-
rer eller oligosakkarider kan have stor betydning for proteinets
fysisk-kemiske egenskaber, dets biologiske aktivitet (receptor-
binding, enzymaktivitet), men ogsa for hastigheden, hvormed
det fjernes fra blodbanen. Et stofs terapeutiske effektivitet er
saledes resultatet af dets biologiske aktivitet og hastigheden,
hvormed det fjernes fra blodbanen. Eksempler pa stoffer, hvor
tilstedevaerelsen af oligosakkarid-strukturer forgger den biolo-
giske aktivitet, er: erythropoietin (EPO), Faktor VIII og Faktor
IX [13]. En anden posttranslationel modifikation, som kun de
mammale celler kan lave er y-carboxylering. Denne modifika-
tion er vigtig for aktiviteten af flere proteiner involveret i det
humane koagulationssystem, eksempelvis Faktor VII, Faktor IX
og Protein C. y-carboxylering er konvertering af glutaminsyre
til y-carboxyglutaminsyre katalyseret af en vitamin K-afthangig
carboxylase, som findes i leverceller, men ogsa i flere mammale
produktionscellelinjer saisom CHO, BHK og HEK293.

Koagulationsfaktoren Faktor VII er et godt eksempel pa et
terapeutisk protein, hvor en reekke posttranslatoriske modifika-
tioner er afggrende for stoffets terapeutiske effektivitet. Faktor
VII er karakteriseret ved 12 disulfidbroer, 10 y-carboxylerings-
sites mellem position 5-35 n@r aminoterminalen af proteinet, 4
glykosyleringssites, hvoraf de to er N-glykosylerede (position
145 og 322) og to er O-glykosylerede (position 52 og 60) (figur

4

2). Desuden er proteinet syntetiseret med et propeptid foran
aminoterminalen, og dette propeptid spaltes fra, inden det feer-
dige protein bliver sekreteret fra cellen.

Glykosyleringer pa terapeutiske proteiner kan i visse tilfeelde
udlgse ugnskede immunreaktioner i mennesker. I nogle tilfelde
kan selve oligosakkarid-strukturen fungere som antigen, sa
patienter udvikler antistoffer mod det terapeutiske protein [13,
14]. Mange glykoproteiner, udtrykt i muse-cellelinjer har en
oligosakkarid-struktur indeholdende en endestillet galaktose-
a-1,3-galaktose-f3-1,4-N-acetyl-D-glukosamin-gruppe. Denne
struktur er potentielt allergen i mennesker, hvor op til 1% af de
cirkulerende immunoglobuliner er rettet mod netop denne oligo-
sakkarid-gruppe [13,14]. CHO- og BHK-cellelinjer er dog ikke
i stand til at syntetisere denne forbindelse, da de ikke udtrykker
det ngdvendige enzym, a-1,3-galaktosyltransferase, hvilket ggr
disse cellelinjer velegnede til produktion af terapeutiske protei-
ner. Sammenlignet med humane celler udviser CHO-celler for-
skelle i O-glykosylering, forskel i strukturen af de endestillede
sialsyregrupper og de er ikke i stand til at pasette sulfatgrupper
péa N-acetyl-D-galaktoseamin. CHO-celler kan dog ofte klones
mhp. at opna mere human-lignende glykoprofiler.

Sarlige forhold ved dyrkning af mammale celler

Handtering af mammale celler kraever serlig opmarksomhed i
kraft af en forhgjet risiko for infektion med bakterier eller my-
coplasma samt risikoen for propagering af animalsk afledte vira
eller prioner. Handtering af mammale celler er serdeles arbejds-
krevende og skal foretages i sterile flowbanke, oftest placeret

i laboratorier med slusefaciliteter og med et ventilationssystem,
der lever op til skerpede krav (figur 3).

Som udgangspunkt kan virus i cellelinjer enten introduceres i
forbindelse med udviklingen af vertscellelinjen, de anvendte ra-
varer, manuel handtering eller produktionsmiljget. Good Manu-
facturing Practice (GMP) fra udvelgelsen af cellelinjen over ra-
varekontrol og kontrol af produktionsmiljget inkl. udbredt brug
af engangsudstyr, kan dog minimere risikoen. Révarer og udstyr

Figur 3. Sterilteknisk arbejde i laminar flowbenk mhp. at minimere risikoen for kontaminering af cellekulturen.
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anvendt til fremstilling af terapeutiske proteiner skal derudover
have en status, som minimerer risikoen for kontaminering af
processen/produktet med prioner, der kunne udlgse smitsom
spongiform encephalitis (TSE) herunder variant Creutzfeldt-Ja-
kobs sygdom. Beredskabet til minimering af spredning af TSE
irelation til ekspression i mammale celler afviger dog ikke fra
det beredskab, der anvendes ved fremstilling af terapeutiske
proteiner udtrykt i mikrobielle systemer.

Kommende udfordringer

Den industrielle udnyttelse af mammale ekspressionssystemer
har oplevet en betydelig udvikling, specielt drevet af udviklin-
gen inden for antistofmarkedet. Siden det f@rste monoklonale
antistof blev markedsfgrt i 1986 (Orthoclone, OKT3, muromo-
nab), er der saledes markedsfgrt yderligere 4 murine antistoffer,
12 humaniserede antistoffer, 5 kimere (human/mus) antistof-
fer og to fuldt humane antistoffer (Humira, Vectibix) [2,15].

Alt tyder pa, at denne udvikling vil fortsztte med uforandret
hastighed, specielt inden for terapiomrader som inflammations-
og cancerbehandling. Dette vil stille store krav til optimering af
eksisterende ekspressionsplatforme, udbygning af bioreaktorka-
paciteten i industrien, og ikke mindst mulighederne for rekrut-
tering af kvalificerede medarbejdere.
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