Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 4.3. Fehérjék el6allitdsa génmanipulalt mikroorganizmusokkal

4.3. FEHERJEK ELOALLITASA GENMANI-
PULALT MIKROORGANIZMUSOKKAL

A biotechnoldgiai ipar termékei:

— 4.1. Els6dleges anyagcseretermékek

— 4.2. Masodlagos anyagcseretermékek

— 4.3. FEHERJEK, amelyeket a sejt eredeti genomja nem
tartalmaz, mashonnan bevitt gén terméke.
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Inzulin: kettés peptidlanc, per os nem ad-
haté, mert lebomlana - injekcio, vagy in-
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Inzulin szerkezete

Két aminosavlanchél all (21 + 30
aminosav), ezeket két diszulfid hid
koti 6ssze és egy stabilizalja.

A human, marha és sertés inzulin
kozott csak néhany aminosav a
kilonbség:
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Az inzulin bioszintézise

Az inzulin egy fehérjelancként keletkezik (pre-pro-Arg inzulin),
ebbdl harom hasitassal és két Arg eltavolitasaval alakul ki a
szerkezete. .,
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AZ INZULIN ELOALLITASA

1. Kémiai szintézis aminosavakbol — nem gazdasagos

2. Kivonas sertés hasnyalmirigybdl és atalakitas human inzu-
linna

3. Fermentéacié génmanipulalt mikroorganizmusokkal

— Az A és B lanc termelése kildn-kulon E. coli-val, majd
0sszekapcsolas

— pro-inzulin fermentéaciéja E. coli-val, majd atalakitasa
— Pre-pro-inzulin fermentacioja E. coli-val, hasitasok
— Pro-inzulin fermentacio S. cerevisiae-vel, atalakitas
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Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas

A klasszikus eljaras. Vagohidakon 6sszegydijtott hasnyalmirigy-
bél extrahdljak az sertés inzulint.

— nincs elég beléle

— az egy aminosav kiilonbség hosszl tavon allergiat okozhat
Ezért inkébb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint.
A tripszin szintén a hasnyalmirigybél nyerheté peptidaz, ami a
bazikus aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidk&tést bontja =
lecsipi a lancvégi alanint.
Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lizinre rakothet egy
aminosavat.
Ha nagy foloslegben treonint adunk a rendszerbe, akkor az ala-
nin fokozatosan lecserélédik treoninra.
A mellékreakciok visszaszoritasa érdekében Thr-észtert adnak.
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Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas
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Inzulin fermentacios eldallitasa

Prokariétakkal is megoldhato, mert:

Viszonylag rovid lancok, nincs glikozilezés, metilezés, de:
két lanc, harom diszulfid hid — nehéz j6l 6sszeparositani

— megoldottak a két lanc kilon-kilon bevitelét és
fermentéacidjat, majd 6sszekapcsolasat is

— és az egészet egyben is.
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A két lancot két kilon plazmidba

vitték be. Két E. coli torzs, két 5
kilon fermentéacio, aztan 6ssze- 23
kapcsolas. e 1
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Inzulin fermentacios eléallitasa

Az egész lanc eléallitdsa génmanipulacié szempontjabol nem
nehezebb, mert a teljes inzulin gén (pre-pro-inzulin) befér egy E.
coli plazmidba, de a utana a lanc hasitasa bonyolultabb (két en-
zimes |épés):

1. Hasitas harom helyen Arg mellett (tripszin, sertés pancre-
ashal)

2. A B és C lanc kozotti két Arg lecsipése (karboxipeptidaz B,
exopeptidaz, szintén sertés pancreashol)

A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai
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Inzulin feldolgozas

1. Gélkromatogréafia (kis molekulak elvalasztasa)

2. loncsere kromatogréfia,

3. Kristalyositas: Zn ionnal. -
Igy stabil, tarolhato.
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VAKCINAGYARTAS

A fert6z6 betegségek (bakterialis vagy virusos) elleni immun-
védekezésben részt vevo fehérjék eléallitasa.

Passziv immunizalas Aktiv immunizalas

antitest (antitoxin) bevitele antigén bevitele

mas sejtek termelik az antitesteket 2 SEEEE R (e e

antitesteket
terapia/gyogykezelés — fennallé profilaxis/megel6zés — jovébeli
betegség esetén betegség ellen
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VAKCINAGYARTAS

Az immunvalaszt kivalté anyag jellege szerint a vakcina lehet:

1. EI6, attenudlt (legyengitett, mar nem virulens) kérokozo
baktérium: pl. BCG = bacille Calmette Guérin, a Mycobacteri-
umtuberculosis avirulens, immunogén torzse
virusok: mumpsz, kanyaré

2. Elolt, inaktivalt kérokoz6. Nem szaporodd, nem fert6z6képes,
de fehérjéi immunogének maradtak.

3. Alegység- (subunit) vakcina: az egész kérokozo helyett csak
egy-két jellegzetes immunogén fehérjét visziink be. Biztonsa-
gosabb, mert nincs benne DNS.

Erde Alkdimacel Siolka,

2z Blelutie arbideaen y Loz o

VAKCINAGYARTAS

Technol6giai szempontbdl tébb eltérd gyartasi mod létezik:

1. Eml6s allatokban (nyulak, kutyék, diszndk, lovak)
2. Csirkeembriéban (tojasban)

3. Attenualt baktérium fermentaciéval (szubmerz, aerob te-
nyésztés)

4. Rekombinans fehérjék el6allitdsa baktérium fermentacioval
5. Virus szaporitas allati sejtek tenyésztésével

6. Rekombinans fehérjék el6allitasa allati sejtek tenyészté-
sével
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REKOMBINANS FEHERJE VAKCINAK

1. lzolalni, esetleg szintetizalni az antigén fehérjét kodold
gént.

2. Génmanipulaciéval bevinni egy j6l kezelhet6 gazdaszer-
vezetbe, expresszalni.

3. Fermentacioval el6allitani a fehérjét.

4. Feldolgozas: extracellularis - intracellularis esetben
- kiméletes sejtelvalasztas
- tisztitasi [épések
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HEPATITIS B VAKCINA

HBV — hepatitis B virus — hatdsara a méajsejtek pusztulnak,
majgyulladas, elégtelenség, sargasag, akut vagy kronikus
majzsugor, esetleg carcinoma.

Vilagszinten a lakossag 5%-a fert6zott ~350 millié ember
Fert6zés atvitele: vérrel, tivel, szexualis Gton

Lappangasi id6: 1,5 — 3 hénap, ezalatt is virusgazda

A virus egységek a majsejtekben szintetizalédnak, a majsejtek
szétesésével a vérbe keriilnek. A fehérjék a betegek vérébdl
kimutathatok, sét izolalhatok — ez volt az elsé vakcina. -
korlatozott mennyiség és veszélyes (virusatvitel: HBV, HIV is!)
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HEPATITIS B VAKCINA

HBV — hepatitis B virus — 42 nm-es, haromféle antigénje van:
s — surface (fellleti),

e —endo (belsd),
¢ —core (,mag”)
+aDNS ésa

.-HBsAng

DNS-polimeraz
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HEPATITIS B VAKCINA

A HBV DNS két szala nem egy- BB
forma hosszu: a - szal (kodogén)
~3200 nukleotid, a + szal ennek
csak 55-75%-a.

A HBsAg fehérje 226 aminosav,
lipoprotein, ezt klonoztak.

HEPATITIS B VAKCINA

A fellileti antigén génjét el6szor E. coli plazmidba kl6noztak,
termelte is, de: - nem glikozilalt forma

- nem alakult ki az aktiv folding

Bevitték
— élesztébe (intracellularis, glikozilalt)
— emlds sejtbe (extracellularis, glikozilalt)

Mindkettd aktiv vakcina, az éleszt6s technoldgia olcsobb és
biztonsagosabb (nincsenek onkogének, virusok)
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HEPATITIS B VAKCINA

Az éleszt6be bevitt ingazo vektor (kettds plazmid) szerkezete:

Kétféle marker gén: o ADH- Terminaior
- amp_|C|II|n |2e2|szte,n<:|a ) Fipaa B Sraa
- leucin-2 gén (az éleszt6

Leu” mutans) GAPDH Frometer

Expresszios kazetta:
- konstitutiv prométer

- az S fehérje génje

- terminator

Két replikacios origo:

- egyik a coliban, a masik
az élesztében miikodik
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HEPATITIS B VAKCINA

Technolégia: szakaszos fermentacié
Plazmidtartalom novelése Leu-mentes tapoldattal
Azutan termeltetés komplex tapoldaton
Feldolgozés:

Sejtek lecentrifugalasa

Sejtfeltaras

Tisztitasi Iépések

Diszulfid hidak kialakitasa kémiai reakciéval

Kiszerelési lépések

HEPATITIS B VAKCINA

A termék vizsgélata:

— Azonositas: immunanalitika

— DNS tartalom: max 10 pikogram/I !!!

— Hatékonysag: allatokban

— Pirogének: nyulful (max. 0,5 fok 4 éra mulva, LAL teszt)
— Mikrobidalis tisztasag

— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon
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SZKF VAKCINA

VP#1
oy - a2 a protein
SZKF = sz4j- és kéromfajas virus,
kérédz6kre patogén Viral ANA
AT

RNS virus (reverz transzkriptaz)

Alegység (subunit) vakcina

Viral
proteins

Az els6 rec vakcina az allategész-
ségligyben.

Foot-and-mouth
diseasa virus
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SZKF VAKCINA

Az SZKF burokfehérje gén klénozéasa E. coli plazmidba:
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4.3. Fehérjék el6allitdsa génmanipulalt mikroorganizmusokkal
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Az SZKF burokfehérje gén klo-
nozésa E. coli -ba:

Kifejezédik, de intracellularis, és
zarvanytestet képez -

— Sejtfeltaras

— Szolubilizalas (feloldas)

— Folding (,hajtogatas”)
utén jéhet csak a szokasos tisz-
titas, feldolgozas
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