\BamHI

Forras: promega.com

GGATCC...3 BamHI

BamHl

BamHI

5
protein-coding regidn 3...CCTAGG...5 hasitohely
5.

Ndel CATATG. . .3 Ndel
l\ J...GTATALC, .5 hasitohely

PCR » A primerek végeére restrikcios enzim hasito
helyeket tervezink.
» Ezek ,ragados végekkent” fognak szolgalni

\ Ndel a vektorba val6 beillesztéshez.
S— » A felnyitott vektoron a primerek vegeivel
komplementer ,ragados végek” lesznek meg-
DNA Purification talalhatéak, ha ugyanazzal a két restrikcios
Y enzimmel hasitottunk ki bel6le egy DNS darabot.
Digestion with Flexi® Miert két enz’:mmel hasitunk?
lethal gene
DNA Purification
y Ndel 1

e



Safl

Ligation

Transformation
and Selection

A

A\

+ Enzyme Blend

vigeston win riexi=

lethal gene

Sofl Pmel

DNA Purification

Pmel

ol gone Digestion with Flexi®

- 0N Enzyme Blend

Forras: promega.com

protein-coding region

Safl

Pmel



> A biokémiai anyagcsere utak bonyolult reakciohalozatokat alkotnak.
» Célszeri a biotechnoloégiai termékeket az anyagcsere jellege szerint
megkuldénbdztetni. =»
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4. GENMANIPULALT MIKRO-
ORGANIZMUSOK

A biotechnoldgiali ipar termékei:

— Elsodleges anyagcseretermékek
Amelyek bioszintézise kozvetlenil kapcsolodik a sejt
energiatermelésehez, vagy nbévekedesehez

— Masodlagos anyagcseretermekek
Amelyek bioszintézise nem kapcsolodik a sejt energia-
termeléséhez, vagy novekedésehez, csak kedvezdtlen
koralmeények (pl. tapanyaghiany) hatasara indul be. A
termék molekulanak nincs kdzvetlen haszna.

- ,ldegen” (rekombinans) fehérjék, amelyeket a sejt
eredeti genomja nem tartalmaz, mashonnan bevitt

gen(ek) termekei.
P S i
AL L L e
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4.1. Els6dleges anyagcseretermekek: pl.: triptofan

Kozvetlenll kapcsolddnak a sejt novekedeséhez vagy energiatermelésehez.
Az elsbédleges anyagcsere termekre maganak a mikrobanak is szliksege van,
csak nem .ipari” mennyiségben.

Bioszintézis: szenhidratokbdl sok lépéssel. A japanok oldottak meg

Corynebacterium es Brevibacterium térzsekkel. elitk 6z
Anyagcsere-mernoki eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
szelekcio ipari mennyiség T »l E +----- y . SRR

termeleséehez: 3-dezoxi-D-arabino-heptul 6zonat-7-foszfat

| |

I I

| I

L gr 2 | ! |

Auxotrofiak: | i |
|

Phe-, Tyr, i korizminsav :

I

Rezisztencia: | KT T |

5-Me-Trp' i prefénsav antranilsav :

X X | =

. " I

fenilalanin tirozin triptofan - - - - ------ |

- 2 5 |

o 45 L BME Alkdl I P [ ]




Masodlagos anyagcsere termekek

» Termel6désuk nem kapcsolodik kozvetlenul a sejt energiatermelésehez
vagy nbvekedésehez,

» csak kedvezotlen korulmények hatasara indul be.

O-\“ 50 laktat-dehidrogenaz O-\C;’{O
» Nem a termek a fontos a sejt szamara, : |
/ \ HG— Ok
» hanem a képzddesehez vezet6 reakcio CHa NADH CHz
piruvat laktat

» Ezek revén tud a sejt valamilyen, szamara nem optimalis
anyagot atalakitani vagy attol megszabadulni.

Példa az emberi sejteknél: tejsav termelés megfeszitett izommunka mellett.
A tejsav azert képzodik, mert Oz hianyaban a sejt nem képes megfeleld
mennyiségben a mitokondrium elektron transzport lancanak atadni az

elektronokat, igy ezek ebben a formaban ,tarolodnak”.
ﬁ AT A4 l@. oy
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4.2. Masodlagos anyagcsere-termékek:

peldaul szinanyagok vagy antibiotikumok
Az antibiotikumok bizonyos fokig hasznosak a sejt szamara, de ezek sem
termelbédnek ,foloslegesen”, a mikroba szamara optimalis élethelyzetben.

Antibiotikumok:  mikroorganizmusok altal termelt szekunder
metabolitok, melyek mas mikroorganizmusokat elpusztitanak vagy
gatoljak fejlédésuket.

Alkalmazasuk:

Human gyogyaszat: mikrobialis fertbzések gyogyitasara (a hatékony
koncentracidban az emberi szervezetet ne karositsa)

Rakellenes antibiotikumok: citosztatikus hatasuak, a kemoterapia
eszkoOzel

Allatgyogyaszat
Allattenyésztésben: takarmany-adalékként

http://itextbookofbacteriology.net/resantimicrobial.htmi

"""""""""""""
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1889 - antibidzis <> szimbiozis (Viullemin)

http://textbookofbacteriology.net/resantimicrobial.html

Egy kis torténelem

Fermentacio: szerves (tap)anyagok enzimekkel vagy

mikrobakkal torténo atalakitasa.

1912 - Salvarsan, szerves arzen szarmazeék, verbaj ellen, (Ehrlich-

Hata, eleinte karos hatas a kdzponti idegrendszerre)

1936 - Szulfonamidok (p-amino-szulfonsav-amidok), Domagk

1929 - penicillin észlelése, Fleming

1944 - a penicillin ipari gyartasa (hadi anyag)

1944 - 1960 uj antibiotikumok felfedezésenek korszaka

1950 - félszintetikus szarmazekok (fermentacio utan kémiai reakcio)
1990 - nincsenek Uj molekulak, a szabadalmak lejartak -

generikus termékkeé valtak, verseny a piacon.
Gyogyszeripari szabadalom: 20 vagy 25 év egy hatdéanyagra.
; Originalis vs. generikus készitmények. 8
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Antibiotikumok

Miért keveés az Uj antibiotikus molekula?

Az elmult 80 éevben kb. 12-13 ezer antibiotikumot fedeztek fel. A
human gyogyszer piacon ebbdl ~2-300 molekula van. Ennek
~10 %-at gyartjak tisztan fermentacios uton, ~80 %-ot fermenta-
cioval és utana kémiai modositassal (= félszintetikusan). A ma-
radekot tisztan kémiai szintézissel (olcsobb).

Miért ilyen keves? - toxicitas
- nem elég hatasos, van nala jobb
- mellékhatasok

- rezisztencia

Rezisztencia: lehet allando vagy szerzett (pl. plazmid felvételevel vagy
bakteriofag fertézessel).

Vannak multirezisztens torzsek is (pl. M. tuberculosis, S. aureus)
9
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Példa: penicillin (csoport) @ @

Jobbra: aminosavak altalanos szerkezete. H H
Forras: Tim Vickers, Yassine Mrabet, Wikipedia. AP o ) P
H,N—C—C HN—C—CO
] . Y , , | \‘xDH | NXD
Lent: 6-aminopenicillansav altalanos szerkezete. o R

Szerkezet: alapvaz: 6-amino-penicillansav

, . , et . . . Az aminosavak egymassal
két aminosavbodl tevodik ossze, cisztein + valin 9y

0sszekapcsolodva (peptid kotés)

. hozzak Iétre a fehérje lancokat.
R = barmilyen csoport.

Ebben kulonbdznek
egymastol a peni-
cillin molekulak.

6-amino-penicillansav, 6-APA

Cys = cisztein E. CHE

Val = valin

CH=z

Ez 2 aminosav a
20 fehérjealkotd kozul.
y

R R ACC I BE RS
RPPARFPPRRPIP :'-. gl.gﬁtél'l PPIPEFRAFEPPARP

COOH

;ﬂ}ﬂ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomanv Tanszék
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A penicillin tulajdonsagai

BOMLEKONY! Savak, ligok és enzimek hatasara tobbféle re-
akcioban is gyorsan bomlik — a gyomorsavtol is meg kell vedeni.

Az R oldallanc lecsereléséevel tudtak savtird penicillint Ieétrehozni.
Bélben oldodo kapszulakba csomagoltak, ami megvedi a
gyomorsavtol.

Mennyiségét nem sulyra merik, hanem az antibiotikus hatasat:

1 biologiai egység: 50 ml-nyi standard osszetétel( tapoldatban éppen
meggatolja egy adott Staphylococcus aureus torzs szaporodasat.

11U = 0,6 yg G-penicillin Na sonak felel meg.

11
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G-penicillin/benzil-penicillin
Az R oldallanc eredetileg a fenil-ecetsav.

A G-penicillin a fermentalt alapmolekula (ezt csinalja a penész), ebbdl
gyartjak a tébbit.

Savra eérzékeny vegyulet, a gyomorsav elbontja, ezért szajon at nem
szedhet6, csak injekcioban adtak.

Megj.: a ,graf’ csucsai szén atomokat H

jeldlnek. N

A szénen lehet ~ S

hidrogén ugy,

hogy a szén

mindig 4 O // N

vegyerteku kell Fenilecetsav csoport O

hogy legyen.

A hidrogéneket oda kell képzelni... Béta-laktam gyurQ
T - cuincass 12
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1929 A. Fleming,
|zolalas, tisztitas, sze
1940 hadianyagga v
1943 klinikai kiprobal
Penicillium chrysogel
1944 2,5 tonna

szubmerz tenyészet,
1946 32 tonna

1952 Magyarorszag

1980 kb. 30.000 tonn b‘dc

2000 ~ 100.000 tonn.

spali k| g

"""""""""""""
’ ’

Fleming's original plate:

terial
colonies



A penicillin gyartas fejlesztése

Fermentacios uton, mert a kémiai szintézis nem gazdasagos.
A technologia fejlesztese keét 16 iranyban mehet:

Torzsmunka (biologia): Technologia (meérndki):
— torzsizolalas — Fellleti/szubmerz
— Indukalt mutacio — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcio — Tapoldatoptimalas
— torzsfenntartas (cukorlimit, C/N, Fe ion)

— LevegOztetés, reaktor
— Szabalyozasok (pH, t)

Ezek optimalizalasi feladatok...

14
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TOrzsnemesités

Ceélok:
— hozamnoveles,
— fermentacios illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatékonysag novelés
— az eredeti pigmenttermelés megszintetése

EszkdzOok:

— a célzott génmanipulacio igen bonyolult (sok gén vesz
reszt a folyamatban), a titerndvekedes tulnyomo réeszét a
regi (65 év — tobb ezer Iépés) mutacios—szelekcios
torzsjavitassal erték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb).

— 1 ppb = 1*10"°.

15
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= 4 "aall

L)
BI-5 E—L
L) [ = Hx
hI-Z0 E-2 E-3
L) Hx
I-58 E-4
L) Hx
DI-T3 E-5 E-i
DEE Hx
hI-55 E-T E-2
H=
E-2
Hx
E-10
L~ H
Hix E-12
E-11 S Hix
1639 E-13
Hix H
16534 E-14
HG HG
152359 E-15
5
E-15-1
Whreth Lab. Eli L i1l Bdisanapolis
et Che cter

4k abnamott mo dsmerek: 5= szelekicid,

b= metil-bic( -k bretilanin, HG = nirozo- guanidin,

[ | - 9
5 5 51-616 51-825
53-31% 51-20 g 17 1
5 S 51-1113 S 528
53- 1057 F3 53-533 -1
5 5 52-817
53300 F-%-6id -1
5 53-174
531162 V-1 -1
54-1255 5%-544
(A S-P-TE w B2 -1
| 54-912

W-114

,:_5._;._3!14 (-6 » A 4 oszlop 4 kutatohely

| mutécios torzsfaja.

4 E- 124 » Minden szamsor egy-egy
| ;s _ -, P P
a0 SE110 mutacios szelekcios Iepes., 5
I » A szamsorok mellett a mutacio
sE-369 (P01 Indukalasanak modja szerepel.
295163 |
TE-408
|
gE-10 (P-11)
|
AE-10 (P-14)
Panlabes Seattle Thater Wisconsim hIadison

IMr=ulraibobra kemeléc,
HM =nirogérarmetir

I = rimtgenbenlZaTTas



A gyartas lépesei:
1. Torzsfenntartas: laboratoriumban, kis méretekben rendszeres
atoltassal es szelekcioval. Oka: a sikeres termelés utan ujra
Jriss” penész kulturabdl kell kiindulni (amit még nem ,sanyargattak
meq”)
2. Inokulum lépcsd(k): a tenyesztés fokozatos méretnoveléséet
jelenti.

3. Fofermentacio — ket szakaszos — lasd a kovetkez6 diakat.
— "Fed batch” = rataplalasos szakaszos, glukoz limit
— Vagas: kb. 80.000 IU/ml ~5 % -os oldat

4. Feldolgozas, kulcslépése:

extrakcio: vizzel nem elegyeds szerves oldoszerrel kioldjak a vizes
fermentlébdl
Anren ‘531!Iﬂil!li=jm‘

17
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Fermentacio

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza van:

Els6 szakasz (kb. 40 h): a sejtek elszaporitasa, |0 tapanyag-
ellatas intenziv levegOztetes, keverés, elsddleges anyagcsere.

Itt meg hagyjuk, hogy a penészek ,jol erezzek magukat’.

Tapanyagforrasok az els6 szakaszban:

— szénforrasok: néhany konnyen bonthato cukor (glukoz,
melasz), ami a szaporitas végére elfogy

— nitrogén: ebben a szakaszban még lehet NH, sok forma-
jaban, de az a |0, ha a vegeére elfogy

— foszfor: foszfatként annyit kell bemérni a tapoldatba, hogy
éppen elfogyjon a szaporodas vegere (DNS szintézishez,

energia tarolasahoz (ATP) hasznalja fel a sejt).

Shianias e BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Fermentacio

Masodik szakasz, termeld fazis: 120-160 h, tobbszo6rds tapanyag limit,

kikényszeritett masodlagos anyagcsere. . )
Erzékelje azt, hogy kevés a

Tapanyagellatas a masodik szakaszban: fapanyag...

— szénforras: limitacid (regen: nehezen bonthato vegytletek: laktoz,
kemeényitd, ma: glukdéz adagolas apranként, az oldott oxigen szint
alapjan)

— nitrogén: szerves vegyluletek, fehérje formajaban: kukoricalekvar,
szoOjadara, mogyoroliszt, esetleg kazein, halliszt — kis
koncentracio, apranként adagolva

— foszfat: jelenléetében nem megy a masodlagos anyagcsere, ezert
elfogyasa utan nem adagolnak tobbet

— penicillin prekurzor (eléanyag) : fenil-ecetsav, merések alapjan

19




A penicillin fermentacio lefutasa

Folyamatosan mernek bizonyos anyagcsere paramétereket.
Innen latjak, hol tart a fermentacio es hogy be kell-e avatkozniuk,
120-160 o6ra (5-7 nap).

Penicillin titre

™~ Dissolved oxygen

Sugar feed rate

LT
L3

-‘-""'-—-.___-_‘__-—_!-_-_-- #'-____.--'""-—-
i —==
T Ammonia N
\ Time , |
| 2. szakasz: penicillin termelés. Allandésitjak a tapanyag és O,
1. szakasz: sejtszaporodas. hianyos allapotot.
Nagy mennyisegl nitrogen
és oxigén fogyasztas (aerob 20
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Prekurzor

Olyan keéemiai szintézissel eldallitott vegyulet, amit ,készen”
adunk a mikroorganizmusnak, és az beepiti a termék molekula-
ba. Igy a tenyészetnek nem kell e molekularészt felépiteni —
anyagot és energiat takaritunk meg a mikrobanak.

Optimalis tartomanya van: 2-4 g/l.

I Mg
OCHQMC—N S\] G penicillin
] .
@CH2 C-—OH Fenil-ecetsav
‘ 21
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Félszintetikus penicillinek
Az alapmolekulat a mikroorganizmus allitja el6, de ehhez szintetikusan
(szerves kémiai uton) olyan oldallancot kapcsolnak, amelyre fermentacios

uton nincs lehetdséq. _ e
Fejlesztes hajtoereje pl.:

A fermentalt alapvegytletek: * Szik hatas spektrum.
« Bomlékonysag.

Natural penicillins . ajergen hatasok.
« Rezisztencia kialakulasa.

O
I H S -
& C—N j Penicillin G | _
(Gram-positive cocci)
V/ A
O/ Ez csak a Gram-pozitiv kokkuszokra
hatékony és savra is erzekeny.
O
I H S i
O—CH,— C—N V j Per.uc:lllm- Vv
(acid resistant)
V
O
Y VR i 2
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Félszintetikus penicillinek

S__('{_H S\l Ampicillin
I 2 (broad spectrum,
NH, o acid resistant)
O
s 5 S\l Carbenicillin
I (broad spectrum)
COONa O//
NH, O
I I H s A il
HO C C—N \l MOXICINHIN
H (broad spectrum)
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A penicillin hatasmechanizmusa: szerkezet-

analogian alapul

D-Ala-D-Ala penicillin
H = Me a4 Irreverzibilisen
WS H R Me/ 4 i kapcsolédik egy sejtfal
e C f AN :
H . |17 terhalosito enzim
| , | kotOhelyéhez
ENZIM N : N
T e WA — a sejtfal-szintézis
N H b
Pl "~ . .
/~z N — a sejt nem tud noni,
N ¢ W' A osztodni, elpusztul
~ / 5 o
¥ i H
o S =
e 24
R e BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomanv Tanszék




A penicillin hatdsmechanizmusa: szerkezet-analdgian alapul

F group
oH3
CH
Chain 1 -—"2
rH MH
C - - CH3
_H
i
C
a )
Beta lactam ring ) D-alany FO-alanine

Penicillin
The four memhber beta lactamring is attached to a five member ring. The B groupwill determine
the spectrum of activity. The structure of D-alanyk C-alanine is given for comparison.

A baktérium sejtfalanak szintézisét (el6allitasat) végz6 enzimnek egy D-alanin+D-alanin
peptidlanc véget kellene a sejtfal térhalositasahoz megkotni (jobbra): Ha ehelyett egy penicillin
milekulat kot meg (balra), akkor nem tudja elereszteni tobbe, és hasznalhatatlanna valik.



A szekunder metabolit gyartas 0sszefoglalasa

TOrzsfejlesztés:

a ceélzott genmanipulacio tul bonyolult, mert a bioszintézis
nagyon sok lépésbdl all, és sokfele szabalyozas érvényesiil.

A klasszikus mutacios — szelekcios modszert ismételgetik
évtizedeken keresztill. Lassan eléri a hatarait.

Technoloqia:

Kétszakaszos fermentacio, elébb sejtszaporitas, azutan termek-
kepzés

Piaci helyzet:

a szabadalmak lejartak, generikus keszitmenyek, éles verseny-
helyzet, nyomott arak. A gyogyszerkdnyvek szigoru eldirasai
miatt a kinaiak még nem tudnak eléretorni, de az indiaiak igen
(outsourcing).
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