Skordetid

Lakemedelsforskare vill ha dem
som lakemedel,kemiindustrin for
hallbara kemiska processer.

Nu gors en stor svensk satsning
pa att tillverka dem.
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ROTEINER AR HOGINTRESSANTA for medicinsk
forskning. De dr de vanligaste malmole-
kylerna for nya ldkemedel, och kan &ven
vara lakemedel i sig sjilva. Proteiner ar
intressanta ocksé for dem som utvecklar
nya energilosningar, hillbara kemiska
processer, nya material och motstandskraf-
tiga grodor. Dérfor vill forskare inom bade
akademin och industrin 6ka kunskaperna
om proteiners molekyldra mekanismer.

Ett av vara mest kraftfulla verktyg for att
forsta dessa finns inom strukturbiologin.
Dar skapar forskare med avancerade meto-
der tredimensionella bilder eller filmer av
proteiner. Inom strukturbiologin anvinds
till exempel réontgenstralning som reflekt-
eras fran en proteinkristall, avancerade
magneter for att identifiera varje ingdende
atom, eller elektronmikroskop som kan ge
bilder med mycket hdg upplésning.

Bilderna gor det lattare att forstd hur
proteinerna fungerar. Det ar viktigt for att
kunna paverka deras funktion - vilket ar
det forskare gor inom ldkemedelsutveck-
lingen.

Omrédet strukturbiologi genomgar
just nu sin storsta utvecklingsfas sedan
1970-talet, d& metoder for att bestimma
proteiners tredimensionella struktur forst
borjade anvdndas. I toppmoderna anlagg-
ningar flyttas grinserna for vad som ar
mojligt - inte minst i Sverige, som gjort
enorma investeringar inom dessa omra-
den. Hir finns nu exempelvis Max IV i
Lund och elektronmikroskopianldggningar
vid Scilifelab i Stockholm och Umea.
Anldggningarna for sa kallad NMR-teknik
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vid svenskt NMR-centrum i Géteborg
och Umea har moderniserats. Dessa stora
nationella investeringar kommer att kunna
bidra till att 16sa viktiga forskningsfragor
kring proteiner.
Savil forskare som foretag behdver allts&
tillgéng till proteiner. I fjol bildades med
stod fran Vetenskapsradet en nationell
infrastruktur, som ska hjélpa forskare
i hela Sverige att ta fram proteiner
till olika projekt. Inom infrastruktu-
ren, som kallas Protein production
Sweden, PPS, tillverkas med hogkva-
litativa processer sa kallade rekom-
binanta proteiner for olika typer av
grundforskning, till exempel inom bio-
teknik, medicinsk forskning, ldkemedels-
och materialutveckling eller just struk-
turbiologi. Aven féretag kan anvinda den
service som finns inom infrastrukturen.

REKOMBINANTA PROTEINER tillverkas i
celler. En bit dna, som kodar for det protein
man vill tillverka, fors in i en s& kallad
vektor, som dr en cirkuldr bit dna. Den fors
sedan inien virdcell som fungerar som en
proteinfabrik.

Proteinet produceras av de enzymsys-
tem som redan finns i celler
utifrdn molekylarbiologins

bryter ner dem. Ett sirskilt kritiskt steg i
processen dr nir det nybildade proteinet
ska veckas till sin stabila, aktiva, tredimen-
sionella form. En generell princip ar att ju
mer besldktat det rekombinanta proteinet
ar med vardcellen, desto storre dr sanno-
likheten att hela processen fungerar och
att korrekt veckat protein nar sin slutdesti-
nation, det vill sdga cytosolen, membranet
eller transporteras ut ur cellen. I praktiken
innebir detta att komplicerade proteiner
fran minniska kan behdva mer avancera-
de cellsystem for sin produktion, och d&
fungerar inte alltid bakteriecellen. Dock
tillampas ofta principen att anvinda sa
enkla system som mojligt, dels beroende pa
tidsatgangen, och dels kopplat till kostna-
der for odling, ddr bakterier och jast vixer
snabbt pa ett billigt medium.

ETT EXEMPEL PA rekombinanta proteiner 4r
maélinriktade antikroppar, som blir allt mer
vanliga som lakemedel. Andra exempel

ar proteiner som produceras for att inga i
diagnostiska tester eller for att komplettera
en forlorad funktion, s som insulinpro-
duktion hos diabetespatienter. Proteiner ar
ocksé viktiga i olika reaktionskedjor, vilket

centrala dogm: Den genetiska ”Den kunSkap som fOI'Skare

informationen i dna dversitts
till rna som i sin tur dversitts
till protein. Manga proteiner
modifieras direfter - genom
att kemiska grupper fésts pa
proteinet. Vid sé kallad glykosylering binds
exempelvis sockermolekyler till proteinets
yta. Dessa dr viktiga for proteinets stabili-
tet, funktion och identifiering.

Végen fran dna till slutprodukt ér inte
given. Det finns alltid risk for att virdcellen
kdnner igen produkterna fran de tillsatta
molekylerna som frimmande och darfér

Cellfabriker for
alla proteiner

=

BAKTERIER

Den enklaste cellen for protein-
produktion dr Escherichia coli (E.
coli). Tekniken dr viletablerad
och det finns ett stort urval av
stammar och plasmider som kan
anvindas for produktion av manga
olika slags proteiner.

har inom proteinproduktion
ar till stor del empirisk”

gOr att de kan anvédndas for att studera
metabolismen i olika biologiska miljoer,
genom att ett protein som markts med olika
isotoper kan f6ljas. Det finns en lang rad ex-
empel pa forskning och behandling som &r
helt beroende av tillforlitlig produktion av
rekombinanta proteiner. Det var med den
tekniken som béde ett nytt vaccin och di-

CELLFRI PROTEINPRODUKTION
Proteinproduktionen kan ocksa
ske utanfor cellen, i provror.
Reaktionsmixen bestar da av
hela maskineriet som krévs for
proteinproduktion, som isolerats
fran till exempel kolibakterien.
Om det behdvs kan tillsatser for
specifika proteiner ingi. Pro-
duktionen ldmpar sig sdrskilt for
proteiner som ska mirkas med
olika isotoper for vidare analys.

agnostiska metoder snabbt kunde tas fram
under coronapandemin - eller mer specifikt
forskningen kring basmodifierat rna, som
ger 0kad proteinproduktion och tolerans
hos den vaccinerade — upptickten som fick
arets Nobelpris i fysiologi eller medicin.

PROTEINPRODUKTIONEN I S1G dr kanske
mindre glamords inom vetenskapen dn
sjilva karaktiriseringen av proteinet,
men dven produktionen kraver specifik
vetenskaplig och teknisk kompetens. For
produktionen finns mé&nga olika slags cel-
ler att vdlja mellan: bakterier, jast, insekts-,
vaxt- och diaggdjursceller. Ytterligare en
mojlighet &r cellfri produktion. Vad som ar
bést beror pa vilken typ av protein som ska
tillverkas samt for vilket Aandamal. Det pro-
ducerade proteinet kan ha olika slutdesti-
nationer. Ett 16sligt protein kan vara &mnat
for att vara inne i cellen, i cytosolen, eller
sa ska det transporteras ut genom cellens
membran for en funktion pa utsidan. Ett
membranprotein ska ddremot sitta fast i
membranet som omger cellen. Dér ansva-
rar det for signalering eller transport in och
ut ur cellen.

Det kravs mycKket erfarenhet for att
gora goda och effektiva val. Den kunskap
forskare har inom proteinproduktion ar
till stor del empirisk, men under senare ar
har bilden av vad som kréavs for att lyckas
med produktion blivit tydligare. I den
nationella infrastrukturen fér proteinpro-
duktion samlas erfarenheter frdin manga
olika forsok i manga olika system. Det gor
att forskarna blir allt battre pé att forutsdga
hur de ska lyckas med olika nya projekt och
att metoderna blir mer och mer generella. ©

Kristina Hedfalk dr forestandare for Yeast
protein production inom PPS, Malin Bick-
strom dr forestandare for hela PPS. Bada
finns vid Goteborgs universitet.

JAST INSEKTSCELLER

Den enklaste eukaryota
cellen for proteinproduk-
tion dr jist. Vanlig bageri-
jast, Saccharomyces cere-
visiae, och Pichia pastoris
ar vanligast att anvinda.
Ménga proteiner, losliga
och membranbundna, gar
att producera i jast.

En nigot mer komplicerad
virdcell dr insektsceller. Den
ger storre sannolikhet for att fa
korrekta produkter, exempelvis
dé komplicerade proteiner som
de med kemiska grupper pa ytan
ska tillverkas. Insektceller har
fungerat bra for att producera
komplexa membranproteiner,
som sa kallade G-proteinkopplade
receptorer.

De gor proteiner
at Sveriges
alla forskare

Protein production Sweden
(PPS) dr en sa kallad nationell
forskningsinfrastruktur som
finansieras av Vetenskapsra-
det. Uppdraget ar att samla
expertis for proteinproduk-
tion for att kunna hjilpa alla
forskare i Sverige som behdver
proteiner for olika tillamp-
ningar - en enskild forskare
kan inte hysa alla méjligheter i
det egna labbet.

Sju olika laboratorier vid
fem universitet och hogskolor
ar med i samarbetet. Dar finns
nu expertis med lang erfaren-
het av proteinproduktion i olika
vardceller: bakterie-, jast-,
insekts-, vaxt- och daggdjurs-
celler samt cellfri produktion.
Dirutover finns spetskompe-
tens for att framstilla spe-
cialreagens, som anvandsi
experiment med réntgen- och
neutronstralning.

Samarbetet drog i gang i
fjol. Startaret ansokte 105
olika gruppledare vid svenska
universitet och hogskolor om
hjalp med proteinproduktion,
via en gemensam webb-
baserad ans6kningsportal vid
Goteborgs universitet, som ar
vird for samarbetet. Darefter
slussades projekten till ett
lampligt labb utifran specifika
6nskemal.

141 projekt initierades och

VAXTCELLER

Manga olika typer av proteiner
och flera olika modifieringar
ar majliga i vixtceller, som

ar enkla att anvdnda och

odla. Reagens for diagnostik
och vaccin har producerats
framgangsrikt i viaxtceller, dar
storskalig odling dr en fordel.

224 proteiner levererades.
Hela 59 vetenskapliga publi-
kationer kunde kopplas till
proteiner som producerats
av nagot av laboratorierna
som ingar i PPS. Publikatio-
nerna vittnar om att det finns
en bredd av anvandnings-
omraden fér rekombinanta
proteiner - allt fran framstall-
ning av covidvaccin till stabila
proteinprover for analys av
struktur och funktion, for
vidare forstaelse av cellfunk-
tioner och sjukdomsmeka-
nismer. Det kan till exempel
vara proteiner som marks
med isotoper som behdvs for
strukturanalys med NMR.

En enhet inom PPS har
exempelvis producerat
flera virusproteiner som
anvands i virusdiagnostiken
vid Sahlgrenska sjukhuset,
isamarbete med forskare vid
Goteborgs universitet. Ett an-
nat virusprotein som produce-
rats hos PPS har testats som
vaccinkandidat mot kdnsher-
pes, som det hittills inte finns
nagot vaccin for. Vaccinut-
vecklingen drivs nu vidare i
foretaget Simplexia, delvis i
samarbete med PPS-labbet
vid Goteborgs universitet.

PPS har ett femarigt finan-
siellt stod pa 42 miljoner
kronor fran Vetenskapsradet.
Universiteten som ar med - K,
KTH, Goteborgs, Lunds och
Umea universitet - samfinan-
sierar.

MAMMALIECELLER

Den mest avancerade vard-
cellen som limpar sig for
komplexa proteiner, exempelvis
glykosylerade proteiner (har
kolhydrater pa ytan) dr digg-
djursceller. Celler fran kinesisk
hamster, CHO (pa engelska
Chinese hamster ovary cells)
och njurceller, HEK 293 (human
embryonic kidney) dr vanliga
for att tillverka exempelvis
terapeutiska antikroppar eller
membranbundna proteiner.

KOMPLEXITET

o v
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Sa gor man ett
rekombinant
protein

&
Y ow

RATT CELLTYP
Cell viljs beroende pa

Steg

PROTEINETS DNA-SEKVENS
Kédnner man till sekvensen av
aminosyror som bygger upp
det protein man vill ha, gar det
att tillverka motsvarande dna.
En dna-sekvens for proteinet
designas och fors in i en vektor,
en cirkuldr dna-molekyl.

Steg

Steg

vilket protein som ska till-
verkas. Bakterier och jast
ar enkla system som ofta
fungerar for losliga och
membranbundna protei-
ner fran olika organismer.
Vektorn fors ini cellen.

Steg

CELLERNA SKORDAS
odlingen centrifu-
geras och cellerna
som samlas pa
botten slas sonder.
Den fraktion som
innehaller det 6nska-
de proteinet samlas
och renas.
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CELLERNA ODLAS
Cellerna odlas. Om det
behovs stora volymer
eller finns héga krav pa
syresittning, brukar
bioreaktorer anvandas.
De sakerstiller att
omrorningen blir effektiv
samt majliggor for direkt
tillsats av syrgas om sa
behovs.

PROTEINET RENAS FRAM

Ar det ett Losligt protein som ska
renas fram, anvands vatskan som
samlats ovanfor cellerna efter
centrifugering, supernatanten. Om
det dr ett membranprotein som
ska renas fram maste en mem-
branfraktion samlas genom olika
centrifugeringssteg och lésas upp,
efter att cellerna slagits sonder.
Darefter renas proteinet.

Steg

ANALYS OCH KONTROLL
Reningsprocessen foljs
upp pa olika sétt for

att sdkerstilla att det
rekombinanta proteinet
ar rent och finnsii till-
racklig mangd.

PROTEINET AR KLART

AnPrx6 och DmpR ar exempel pa
humana proteiner. De ar tillver-

kade i bakterieceller och &r inte

modifierade.

FKBP51 dr ett protein
som hos manniska har
en reglerande funktion
och tros vara inblandat
i flera sjukdomar. Det
ar tillverkat i bakterie-
celler. P4 bilden visas
en interaktion mellan
proteinet och en bit av
ett stodjande protein.

FKBP51

Det forsta
rekombinanta
lakemedlet

MOJLIGHETEN ATT TILLVERKA pro-
tein med hjalp av celler har funnits
irunt 50 &r. Den forsta produkten
som tillverkades pé det sittet var
rekombinant humant insulin - som
har varit avgérande for att kunna
behandla diabetes. I dag finns flera
sorters insulin pA marknaden, som ar
olika snabb- och langtidsverkande.
Mellan 1922 och 1974 behandlades
diabetes med insulin som extra-
herades fran bukspottkorteln hos
djur. Dérefter lyckades man fram-
stilla semisyntetiskt insulin i be-
gransade miangder genom att modi-
fiera insulin fran djur. I takt med att
biotekniken och den rekombinanta
dna-tekniken utvecklades, lyckades
man framstilla humant insulin
industriellt fran bade bakterier och
jast. Darmed tillgdngliggjordes stora
mangder rent insulin fér behand-
ling av diabetes. Bioteknikforetaget
Genentech lyckades 1978 producera
insulin i en bakterie. Produktionen
i stor skala utvecklades av ldke-
medelsbolaget Eli Lilly. 1982 kom
lakemedlet Humulin, som produ-
cerades fran bakterien Escherichia
coli, ut pd marknaden i bdde USA och
Europa. Knappt tio ar senare, 1991,
marknadsforde danska like-
medelsjatten Novo Nordisk
rekombinant humant insu-
lin som tillverkades i jdsten
Saccharomyces cerevisiae.
Senare tillverkades humant
insulin dven i jasten Pichia
pastoris. Aren runt 2000
utvecklades tekniken och
flera varianter av humant
insulin har producerats med
hjilp av bakterier och jast, dar
dven lakemedelsbolaget Sanofi
har bidragit med flera preparat.

ATT MANSKLIGT INSULIN gér att
producera i enklare celler, s som
bakterie- och jastceller, har flera
fordelar. Produktionen gar snabbare
dn i till exempel ddggdjursceller,
eftersom de enklare cellerna har kor-
tare generationstid. Odlingsmediet
ar dessutom billigare, vilket dr extra
viktigt nér ett protein ska tillverkas
istor skala.©
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