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4. Ipari termelés génmanipulélt mikroorganizmusokkal

A Dbiotechnoldgiai iparban nagyon sok fele terméket gyartanak. Ezeknek az
anyagoknak a bioszintézise és a gyartastechnologidja is kilonbdz6. Egy célszer(
csoportositasi elv a termékekre az anyagcsere jellege szerinti megkulonboztetés. A biokémiai
anyagcsereutak bonyolult reakciohal6zatokat alkotnak. Egy olyan hélot képzeljink el, amely
tartalmaz kb. 1000 féle enzimet, azaz 1000 reakciot és mindegyiket reprezentalhatjuk egy
nyillal. A lineéaris reakciosoroknal minden reakcié terméke egy kdvetkezd 1épés szubsztratja.
Ezek az utak lehetnek elagazok is (Id. korabban az allosztérikus szabalyozast és a triptofan
bioszintézist), eés alkothatnak hurkokat is (kérfolyamatok, mint példaul a citratkor). Ezek
egyuttesen alkotjak az anyagcsere-utakat, ezek leképezése, ,,térképe” minimum Al-es méretd,
bonyolult gréf.

Az anyagcserében elfoglalt hely szerint megkilonbdztethetlink elsédleges anyagcsere
termékeket, masodlagos anyagcseretermékeket, és rekombinans fehérjéket. Az elsédleges és
mésodlagos anyagcsere termékeket a mikroorganzimus az magétdl is el6allitja valamilyen
mértékben, a szakemberek ezt fokozzak iparilag gazdasdgos mertékig.

A rekombinans fehérjéknél az a helyzet, hogy azoknak a génjei, azaz termelése erede-
tileg nem szerepelnek a sejtben, ezeket genmanipulécioval viszik bele és igy veszik ra a mik-
roorganizmust, hogy ezt a szamara ismeretlen, idegen fehérjét termelje.

Osszefoglalva a biotechnoldgiai ipar termékei:

Els6dleges anyagcseretermékek: Amelyek bioszintézise kdzvetlenll kapcsolodik a sejt
energiatermeléséhez és/vagy novekedéséhez. Ezek kellenek ahhoz, hogy az energiatermelés
mikddhessen, a sejt novekedhessen, szaporodhasson, sajat anyagait el6allithassa. Ami
ezekkel a folyamatokkal kapcsolatos koztitermék vagy végtermék, azt mind elsddleges
anyagcsereterméknek nevezziik. Az els6dleges anyagcsere termékek a fermentacio kezdetét6l
fogva folyamatosan termel6dnek.

Mésodlagos anyagcseretermékek:

Ezek bioszintézise nem kapcsolddik a sejt energiatermeléséhez, vagy ndvekedéséhez, csak
kedvezbtlen korilmények (pl. tdpanyaghidny) hatdsara indul be. Amig a tenyészet jo
tapanyagellatas mellet szaporodik, addig szekunder metabolizmus (= masodlagos anyagcsere)
nincs. A tapanyagok egy részének elfogyasa utdn all &t az anyagcsere, és képzOdnek a
szekunder metabolitok. A termék molekulaknak nincs kodzvetlen haszna a termel6 sejt
szamara. Ezeknek a reakcioknak nem a terméke lényeges a sejt szamara, hanem a reakciok
lezajlasaval tud mas anyagot atalakitani, vagy valamit eliminalni, és igy tud a sejt életben
maradni. Hasonlo a folyamat, mint a Bacillus-ok sporésodasa (Id. korabban a Mikrobiologiai
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alapok fejezetben). Az endospora képzésre is akkor keril sor, amikor a sejt szamara
kedvez6tlenné valnak az eletkoriilmények (tapanyaghiany, kiszaradas).

Fehériék, amelyeket a sejt eredeti genomja nem tartalmaz, mashonnan,
génmanipulécidval bevitt gének kiirt termékei.

4.1. Az els6dleges anyagcseretermékek el6allitasanak biotechnolégiaja

Az elsddleges anyagcseretermékek gyartasat az anyagcsere mérndkség mar targyalt

modszereivel oldjdk meg. Emlékeztetdil:

1. Az anyagcsere mellékdtjainak lezarésa, a melléktermékek képzédésének megakadalyoza-
sa — auxotrof, azaz hianymutansok létrehozasa és szelekcioja.

2. A bomlas, tovabbalakulas meggatolasa — szintén hianymutansokkal

3. Az allosztérikus szabalyozds megsziintetése, antimetabolit-rezisztens mutansok izol&lasa-
val.

A korabban mar targyalt triptofan gyartas j6 példa egy els6dleges anyagcsere termék
el6allitasara. A triptofan fehérje alkotd aminosav, a sejtet alkoté minden fehérje bioszintézisé-
hez sziikség van ra. Triptofan nélkil a mikroorganizmus nem életképes, a Trp~ hidnymutans
csak akkor marad életben, ha a taptalajban kapja meg a szlikséges triptofant.

- A triptofan elsédleges anyagcseretermék.
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1. abra: A triptofan bioszintézis anyagcsere-mérnoki atalakitasa
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A triptofan bioszintézisét a Corynebacterium és Brevibacterium torzseknél ismerjik, a szén-
hidratokbdl sok Iépésben képzddik.
Az anyagcsere-mérnoki beavatkozassal kialakitott mutaciok:

Auxotrofiak: Phe’, Tyr

Rezisztencia: 5-Me-Trpr
Lathato, az elsddleges anyagcseretermékek termeléséhez szilkséges genetikai beavatkozasok a
bioszintézis ismeretét kovetelik meg, és egyszer(i, de munkaigényes lépések ismétlésével
valosithatok meg.

4.2. Az masodlagos anyagcseretermékek eléallitdsanak biotechnolégidja

A masodlagos anyagcseretermékeknek a termel6 sejt szempontjabdl sokszor nincs
kilénosebb haszna, pl. szinanyagok vagy esetében. De van a szekunder metabolitokon belil
egy vegyuletcsoport, az antibiotikumok csoportja, amelyek bizonyos fokig hasznosak a
mikroorganizmusok szamara. Kilépve a sejtb6l korulotte elterjednek, és az egyéb
»Kkonkurens” mikrobdk szaporoddsat meggatolhatjak. Ez&ltal az antibiotikumok életteret,
tdpanyagforrasokat biztosithatnak a mikroorganizmusok szdmaéra.

Az antibiotikumokat ugy hatarozhatjuk meg, hogy ezek olyan mikroorganizmusok &l-
tal termelt anyagok, amelyek mas mikrobakat elpusztitanak, vagy életfolyamataikban gatol-
nak. Az antibiotikumok az emberiség szamara is hasznos termékek, felhasznalasuk tébb célu.

Human (emberi) gydgyaszati antibiotikumok - fert6zéses betegségek gydgyitasara.

Rékellenes antibiotikumok - daganatos megbetegedések kezelésére

Allatorvosi antibiotikumok - beteg allatok kezelésére

Takarményadalékok - a takarméannyal egyitt az A&llatok emésztGcsatorndjan
vegighaladva egyrészt megakadalyozzdk a hasmenéses jellegli megbetegedéseket, masrészt
atallitjdk a bélmikroflorat, amit6l az alloméany jobban gyarapodik. (Ez napjainkban mér egy
nagyon szigorGan szabalyozott teriilet, az Eurdpai Unidban az allattenyésztésben olyan
szigorl szabalyozéas van az antibiotikumok alkalmazaséra, hogy itt mar el sem lehet adni
antibiotikummal kezelt allatok termékeit - de a tropusokon alkalmazzék)

Az antibiotikumok térténete:

Az antibidzis fogalmat a XIX. szdzad végén taléltak ki, méghozza a szimbiodzissal
egyutt. Amikor a szimbidzist, tehat a kdlcsdndsen hasznos egyiittélést leirtak bioldgiai szem-
pontbdl, akkor definialtdk az antibidzist is. Tehat vannak olyan egyltt él6 kiilonb6zd fajtaju
organizmusok, amelyek kozil az egyik negativ hatassal van a méasikra, tehat fékezi a miikodé-
sét. Ekkor ehhez még nem kapcsoltak molekulakat, csak magat a jelenséget prébaltak meg le-
irni. Példaul a silézasnal foglalkoztak ezzel a kérdéssel, ahol a névényi anyagon tejsavat ter-
meld mikrobak szaporodnak el, és a keletkezd tejsav elpusztitja a mikroorganizmusokat és
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ennek kdszonhet6en a takarmany nem rothad meg. A tejsav nem antibiotikum, de az antibio-
zis fogalma erre is eérvényes.

(Kitekintés: az antibiotikumok elédei: szintetikus mikrobaellenes gyogyszerek:

1912 Salvarsan, ez a szerves arzenszarmazék a vérbaj ellenszere. Ehrlich orvostudos,
Hata szerves kémikus szamos szerves arzénvegyiletet terveztek meg, szintetizaltak, és
probaltdk ki egereken. Az elsé hatékony molekuldknak kéros hatasuk volt a kozponti
idegrendszerre, a kés6bbiekben ezt probaltdk meg csokkenteni.

2. dbra: A Salvarsan

1936 Szintén nagy attorés volt a fert6zések gyOgyitasaban a szulfonamidok
felfedezése (Gerhard Domagk (1895-1964)). Ezek ma is forgalomban vannak, a haziorvosok
gyakran irnak fel pl. Sumetrolim-ot, ez kétkomponens( szulfonamid.
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3. abra: Sumetrolim gydgyszer

Az 1930-as évek végén tortént bevezetésiik eredményeként szamottevéen csokkent a
fert6z0 betegségek okozta haldlozas. Az elsd, gydgyaszati célu szulfonamidot Prontosil
markanéven 1938-ban hoztak forgalomba.)

Az elsé ténylegesen biotechnolégiai Uton gyartott antibiotikum a penicillin volt.
Alexander Fleming skét orvos fedezte fel 1929-ben. A penicillin kutatasanal tobb nevet is
megemlithetnénk (Chain, Florey — egyiitt kaptak Nobel dijat), de Fleming nevét annak

kapcsan emlitjuk, hogy a felfedezéshez egy véletlen vezetett el — baktérium telepeken egy
véletlenil odaker(lt penész telep kioltasi gydir(t hozott létre.
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Iparilag sokaig nem tdrtént semmi. 1944-ben oldottdk meg a penicillin ipari gyartasat. Hadi
anyagnak mindsitették

1944 utan indult meg az Un. antibiotikum korszak.

1944 és 1960 kozott volt az Uj antibiotikumok felfedezésének korszaka.

1950-t6l megjelentek a félszintetikus (fermentacio utdn kémiai reakcio) szarmazekok.
A fél szintetikus szd&rmazékok kora még ma is tart.

1990-t6l az antibiotikum korszak lezérult. Ez nem azt jelenti, hogy ma nem termelnek
antibiotikumokat, de alig vannak Uj vegylletek, a régiek szabadalmai lejartak és generikussa
(barki altal gyarthatova) valtak. Mar nincs extraprofit ezeken a termékeken. A piacon kemény
arverseny van, a innovacié az 0j molekulak helyett a meglévd technolégiak 1-2 %-0s
tokéletesitésére iranyul. A nagy felfedezések kora ezen a téren mar lejart.

1940 és 60 kozott:

Az elmult 80 évben kb. 12-13 ezer kiilonb6z6 antibiotikus hatasu vegyiletet irtak le.
(Az els6 publikécid altalaban nem tartalmazta a pontos szerkezetet, csak azt, hogy az adott
vegyllet gatol egyes mikroorganizmusokat.) Ennek a kovetkezménye az lett, hogy a
felfedezett antibiotikumok szama nem csak ndni, hanem csokkeni is tud, mivel sokszor
ugyanazt az antibiotikumot talaltdk meg kilénbdz6 kutatd csoportok, és ez csak kés6bb, a
szerves kemiai szerkezet vizsgalatanal derult ki.

Ebb6l a sok ezerbdl a human gyogyszerpiacon csak kb. 2-300 molekula van
forgalomban. Ennek kb. 10%-at gyartjak fermentacios uton, 80%-at fermentacioval és utana
kémiai modositassal (= félszintetikusan). A maradékot tisztan kémiai szintézissel (olcsobb).
Miért ilyen kevés?

- Toxicitds (nem csak a mikroorganizmusra ké&ros, hanem az emberi szervezetre is)

- Nem elég hatasos vagy van nala jobb (Ha egy Uj gyogyszer szaz beteghbdl az eddigi 80
helyett 82-t gyogyit meg, az nem elég, csak akkor éri meg térzskdnyvezni és gyértani, ha
jelent6s a javulas.)

- Mellékhatasok (PI. valaki narancssérgat izzad — rifamicin csoport)

- Rezisztencia: Beszélhetiink allandé rezisztenciardl, tehat egy térzsnek allando tulajdonsaga,
hogy bizonyos tipust antibiotikum nem hat ra. Szerzett rezisztencia, amikor a torzs a kezelés
kdzben mutélodik, megvaltozik. Tehat egy olyan antibiotikumot hasznalni, amely ellen
kdnnyen és gyorsan kialakul a rezisztencia nem érdemes. Olyant kell hasznalni, amely ellen
ritkan, lassan alakul ki a rezisztencia. Vannak polirezisztens torzsek, melyek tobb féle
kezelésre is rezisztense valtak. Ezért van az, hogy a sok antibiotikumbdl csak néhany szaz lett

gyoégyszer.

Az antibiotikumok kozil csak egyetlen vegyuletcsoporttal, a penicillinekkel foglalkozunk,

=77
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A penicillin csoport

/
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5. &bra: A penicillin molekula felépitése
Hogy épul fel egy ilyen molekula?

Ez a molekula tulajdonképpen két aminosavbol (cisztein és valin, pirossal és kekkel
korberajzolva) tevédik 6ssze, bar ez els6 pillantasra nem nyilvanvald. Az alapvaz a 6-amino-
penicillansav, angol roviditése 6-APA (a z6ld téglalapban). Ehhez kapcsolddik egy R moleku-
larész, ami minden egyes penicillin molekulaban més és mas. Ezt variébilis oldallancnak is
nevezik.

A peptidekben a két aminosav csak egyetlen (peptid-)kotéssel kapcsolodik dssze. A
penicillin  molekulanak egy kulonlegessége, hogy a két aminosav még két helyen
osszekapcsolddik, igy alakul ki a kettds gylirls szerkezet. A kémidban a hattagu gydrik
altalaban stabilak, a sz(ikebb gydrdk (5, 4, 3 atomb0l allék) azok feszitettek, fesziiltség van
bennik, instabilak, és kdnnyen felnyilnak. Ez igaz a penicillin molekuléra is, a negy és éttagu
gyUrdk instabilak, azaz a penicillin molekula nagyon bomlékony.

Emiatt tortént az, hogy amikor Fleming felfedezte a penicillint és odaadta a szerves
vegyészeknek, hogy vizsgaljak meg a szerkezetét, akkor a vegyészek kezdetben mindig csak
bomlastermékeket kaptak. A penicillin savra, llgra és enzimekre egybdl bomlik, igy ezek a
tulajdonséagai nehézzeé tették a kezelést. Ez azt is jelenti, hogy a gyomorsav is elbontja a bevett
penicillint. Emiatt a negyvenes években még csak injekcido formajaban hasznaltdk a
penicillint. A késébbiekben az oldallanc lecserélésével olyan szarmazékokat hoztak létre,
amelyek savt(irék, illetve a penicillint bélben old6do kapszuldba csomagoltak, ami megvédi a
savtol.

A kilonbozd penicillin molekuldk miatt a mennyiséget nem sdlyra mérik, hanem az
antibiotikus hatasat vizsgaljak. A szabvanyos hatasmérést egy bizonyos Staphylococcus
aureus torzzsel (ez egy patogén baktérium, de mégis ott van mindenkinek a bdérén) végzik,
szabvanyositott tapoldatban, szabvanyositott korilmények kozétt. A definicid szerint egy
egységnyi penicillin egy 50 ml-es lombikban az éppen megakadalyozza a mikroba
szaporodasat. A penicillin nagy hatasara az is jellemz6, hogy ez a bizonyos egység, 1 IU = 0,6
Mg G-penicillin Na sénak felel meg (mikrogramnyi mennyiségrél van sz0, ez a gramnak a
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milliomod része.) Tehéat a penicillin paranyi mennyiségben is hatékony, emiatt még mindig
helye van a piacon.

G-penicillin/benzil-penicillin
A molekula szerkezetében szerepelt a valtoztathatd R oldallanc. Alapesetben az R oldallanc a
fenilecetsav. Ez a fermentélt alapmolekula, ebbdl gyartjak az dsszes tobbit. Savra érzékeny
vegyulet, a gyomorsav elbontja, ezért szajon a nem szedhetd és csak injekcidban adtak.
Ennek neve benzilpenicillin, mas néven G penicillin. (A G jel6lés onnan ered, hogy amikor
még nem ismerték az egyes penicillinek szerkezetét akkor még az abc betdivel kddoltak 6ket.)
Altalaban parenterélisan (injekcio vagy infazi Gtjan) adagoljak, mivel a gyomorban
talalhaté sosav és a bélbaktériumok &ltal termelt penicillindz hamar elbontja. A mésodik
vilaghaboru alatt is csak injekcioban adagolték a benzil-penicillint a betegeknek.

H
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6. abra: G-penicillin/benzil-penicillin
A penicillin tortenete
1929
Alexander Fleming 1928-ban a londoni St. Mary kdrhdzban vette észre, hogy a
Staphylococcus tenyészetébe kerilt kékes-zoldes penészszennyez6dés koril a baktériumok

nem novekednek. A Petri csészék utdlagos sterilizalasa el6tt az egyik Petri csészére raesett és
kin6tt egy penész és a penész telep koril egy Ures zona, kioltasi gylr( keletkezett.

Fleming arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a penész olyan anyagot bocsat ki, mely
gatolja a baktériumok novekedését, elpusztitja a baktériumokat. Otlete az volt, hogy ezt az
anyagot ki kellene nyerni, és gyogyszerként lehetne hasznélni. A penészt tiszta kultaraban is
kitenyésztette, és felfedezte, hogy a Penicillium csaladba tartozo fajrél van sz, melyet
Penicillium notatum fajként azonositottak.
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7. abra: Kioltasi zonak és Penicillium (ecsetpenész) sporatarto.

Latszik, hogy ahol kekes-fehéres a taptalaj fellete, ott slir(in benétte egy baktérium. A
sOtet hattér elott feketének latszanak az atlatszo kor alaku teriiletek, ahol nem nétt a
baktérium. A képen lathato esetben nem egy penész telep termelte az antibiotikumot, hanem a
szilard taptalajba vagott lyukakba cseppentettek kilonb6z6 mennyiségd, antibiotikumot
tartalmazo oldatot.

Fleming gondolkodhatott volna agy is, ahogy az atlagember teszi, hogyha beleesett
egy penész, az hiba, azt minél el6bb el kell tintetni. Fleming azonban arra gondolt, hogy a
penész valami anyagot bocséat ki magéabdl, amit6l elpusztulnak a baktériumok. igy meg kell
vizsgalni ezt az anyagot és gydgyszerként lehetne alkalmazni, ha elpusztitja a baktériumokat.
Ez volt Fleming zsenidalis gondolata.

Fleming kezdetben nagyon optimista volt a penicillinfert6zésekkel szembeni
hatékonysagat illet6leg, raadasul a szernek minimalis toxikus hatdsa volt az akkori szerekhez
képest. Tovabbi kisérletei utan azonban Fleming ugy vélte, hogy a penicillin nem tud
elegend6en hosszu ideig az emberi szervezetben maradni ahhoz, hogy a patogen
baktériumokat elpusztitsa.

1940: Sikerult tisztitott formaban el6allitani a szert, valamint ebben az évben hadianyagga
valt a penicillin.
1943: Klinikai kiprobalés:

A 1l. vilaghaboru alatt a szovetséges er6k hadseregeiben a penicillin jelent6sen
csokkentette az elfert6z6dott sebek okozta halalozasok es amputacidk szamat. A szer azonban
nehezen volt hozzaférhetd, melyet egyrészt az ipari méret( el6allitas nehézségei, masrészt a
penicillin szervezetbdl térténd gyors kilrtlése miatti sziikségessé valt gyakori adagolas
okoztak. A penicillineket a vese eltavolitja a szervezetbdl, a szer 80%-a a beadastol szamitott
3 oran beldl kidralt. Ebben az id6ben gyakori eljaras volt a kezelt betegek vizeletének
Osszegy(jtése, melybdl izolaltak penicillint és Gjra felhasznaltak.
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(A Penicillium chrysogenum felhasznalasa is ebben az évben tértént. Ez egy amerikai hazi-
asszony dinnyéjérdl szarmazik. Lényegesen jobb penicillin-termeld torzs volt ez, mint a Peni-
cillium notatum.)

1944
Ez az év a normandiai partraszallas éve. Erre az évre mar minden szovetséges hadikérhazban
volt penicillin.

Az ausztrdl Howard Walter Florey vezetéseével valamint Ernst Boris Chain és Norman
Heatley részvételével egy oxfordi kutatocsoport fedezte fel, hogyan lehet a penicillint ipari
méretekben eléallitani.

Igy 1944-re mar 2,5 tonnat allitottak bel6le el6 egy év alatt.

1946

Mar 32 tonnat allitottak bel6le el évente.

A 1. vilaghabor( utan segély forméajaban eurdpai orszagoknak atadtak a technoldgiat,
a torzset. (Allitélag Magyarorszag is kaphatott volna egy ilyent, de visszautasitotta.)

1952:

Magyarorszagon is elkezd6dik a gyartds. A GYOKI (Gydgyszeripari Kutato Intézet,
mely jelenleg a TEVA Gyogyszergyar kutatointézete) kutatdi kapcsolataik révén szereztek
egy torzset és a cseh kollégdkkal kozrem(kodésben megkezdték a penicillin gyartasat. A
penicillin gyartasat az Gjonnan epuld Biogal Gyogyszergyarra (Debrecen) biztak. A kezdeti
nehézségek utan a termelés elérte az évi néhany szaz tonnat.

1980:

A vilag penicillin termelési volumene évi 30000 tonnara névekedett.

2000: ~100000 tonna az éves gyartas, es az Ota is nagyjabdl ennyi, stagnal. Nehéz
dsszesiteni, mert tobb, hasonld vegyiiletet gyartanak, és ezeket egymasba atalakitjak.
A penicillingyértas

Fermentacids aton, a kémiai szintézis nem gazdasagos.

A gyartast a biotechnologusok végzik. Egyik oldalrdl a torzset kell fejleszteni. A
maésik oldalrél a technoldgiat. A torzsfejlesztés az inkdbb bioldgiai feladat, a technoldgiai
fejlesztés az inkabb mérndoki.

Torzsmunka (bioldgia):
torzsizolalas
indukalt mutacio: Szandékosan mutaciot idézlnk el6.
szelekcid: Sok mutacio kozul kivalasztjuk a legjobban termel6ket.
- torzsfenntartds: Nem elég, hogy meg van a torzs, azt meg is kell érizni.
Technoldgia (mérnoki):
(Id. Vegyipari és biomérnoki mliveletek c. targy)
- Fellleti/szubmerz
- Prekurzorok (4-8x)
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- Tépoldatoptimalas

- Metabolic engeneering (cukorlimit, C/N, Fe ion)

- Leveg6ztetés, reaktor

- Szabalyozasok (pH, t)
TOrzsnemesités
Célok:

- Hozamnovelés

- Fermentécios illetve feldolgozasi kritériumok szerinti hatékonysag novelés

- A pigment termelés megsziintetése
Eszkozok:
A génmanipulécié a nagyon sok szekunder biokémiai Iépés miatt majdnem lehetetlen, igy
maradt a régi (kb. 65 év és tobb ezer 1épés) mutacids-szelekcids tdrzsjavitas. A koncentracié a
fermentlében ez id6 alatt ~2-3 ppb-r6l 50.000 ppb-re névekedett. A ppb (= part per billion)
10°-nel helyettesithetd. Az 50.000 ppb, tehat 5%-nyi penicillin koncentraciot jelent. Ezzel
mar megkdzelitették a genetikai hatért, ennél sokkal tébbet mar nagyon nehéz lenne kizsarolni
a tenyészetb6l, de dolgoznak rajta.

A 8. dbra mar szerepelt korabban is, a mutaciés madszereknél. Azt mutatja be, hogy 3
cég és egy egyetem (tehat 4 kilénbdz6 kutatohely) hogyan vezette végig a sajat mutacios
torzsfajat. Minden sor az abran egy-egy mutacids-szelekcios 1épés, mellette az indukalt
mutacié modszere szerepel.

A gyartas lépései:

1. Torzsfenntartas: Egy laboratoriumban fenntartjak a torzset rendszeres atoltassal és
szelekcioval egy jo termel6képességl torzset tartanak fenn.

2. Inokulum lépcs6k: A jo termel6 torzsbél inditanak egy oltéanyag tenyészetet és
IépcsBzetesen elszaporitjak. Altalaban tizszeres, néha szézszoros térfogatl tapoldatot oltanak
be a tenyészettel.

3. F6 fermentacio
- ,Fed batch” = rataplalasos szakaszos fermentacid, nem csak a folyamat elején, hanem menet
kdzben is adunk tapanyagot. Glikoz limitben tartjuk a tenyészetet = kis glikoz adagokkal
kozel allandd, alacsony cukorszintet tartunk fenn, nehogy az elsddleges anyagcsere Ujra
induljon.

- Vagés = a fermentacio vége. kb. 80000 IU/ml ~5%-o0s oldat (5%-nyi penicillin a
folyadékban)

4. Feldolgozés: kulcslépése:

Extrakcié: Ez egy olyan vegyipari mdvelet, ahol vizzel nem elegyedd szerves oldoszerrel
kioldjak a penicillint a fermentlebdl.
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MNézy fejleszib hboratorium tirzsmemesito teveékenysége a tirzsekes feltiintetésavel.
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8. 4bra: Mutacids torzsfa

Hallgatoi el6adasjegyzet 81



A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 4. Ipari termelés génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Fermentécid

Jellegzetes a szekunder metabolit fermentacio (,,kinjaban termeli”), ami két szakaszos.
Els6 szakasz: (kb. 40 h) a sejtek elszaporitasa, intenziv levegOztetés, keverés, jo
tapanyagellatas mellett, annak érdekében, hogy sok sejt keletkezzen.

Mésodik, termeld szakasz: a sejttdmeget mésodlagos anyagcserére, azaz penicillin szintézisre
kényszeritjik, a harmadik naptdl apranként, kevés tapanyagot adagolunk.
Mik lehetnek tdpanyagforrasok?
szénforrdsok (régen: laktdz, kemenyit6, ma glikoz adagolas apranként az oldott
oxigén szint alapjan)
- nitrogén: fehérje tartalma szerves anyagok, pl. szdjadara, apranként adagolva
- foszfor: foszfatként a legelején a tapoldatba, a szaporodashoz a sejtek felhasznaljak,
miutan elfogy — beindul a termékképzés. Tobbet nem szabad adni, mert leall a szekun-
der metabolizmus
- prekurzorok: Meérések alapjan adagoljak, pl. fenil-ecetsav 2-4 g/l koncentracio
tartoméanyban.
Prekurzorok

Olyan kémiai szintézissel el6allitott vegyulet, amit ,,készen” adunk a mikroorganiz-
musnak, és az beépiti a termék molekulaba. Igy a tenyészetnek nem kell molekularészt felépi-
teni. Anyagot és energiat takaritunk meg a mikrobanak, mivel a végtermeék egy részét készen
megkapjak.

A penicillinnél a prekurzor a fenil-ecetsav. Alapesetben a penicillin molekuléanak ezt
az oldallancat maganak a mikrobanak kell megcsinalni. Ha készen megkapja a fenil-ecetsavat,
akkor ezt felhasznalja, beépiti a penicillinbe. Amikor felismerték a prekurzor alkalmazésanak
lehet6ségét (1946-47), a pencillin termelés 4-8-szorosara ugrott.

I
H

5 ,
@—CHE—G—N—I ] G penicillin

Il ,
@ CH,— C—0OH Fenil-ecetsav

9. abra: A fenil-ecetsav mint prekurzor

Tul sok fenil-ecet savat sem szabad adni, mert karositja a tenyeszetet. Ha tul keveset
adunk, akkor meg lassan megy a termékképzés, igy alakul ki a 2-4 g/l-es tartomany.
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Panicillin titre

\Y Dissolved oxygen

Sugar fead rate

ks

e .

Time

10. &bra: A penicillin fermentacié lefutasa

A 10. abra szemlélteti egy tipikus penicillin fermentaci6 idébeli lefutasat. A folyamat
teljes ideje 120-160 ora. Az elején folyik a sejtszaporodas, ezen a szakaszon nagy
mennyiségben fogyasztja a nitrogent, és meredeken csékken az oldott oxigen szintje is. A
penicillin termelés a sejtszaporodas végénél kezd elindulni. A 1épcs6s gorbe (sugar feed rate)
a cukor betaplalas sebessége, ezzel allanddsitani a glikoz-hianyos allapotot. A cukor
betaplalds és a széndioxid termelés szinte teljesen egyutt fut. A cukoradagolas sebessége a
penicillin-termelés sebességével (a penicillin gérbe meredeksége) is aranyos. Mindketté a
folyamat kdzepen a legnagyobb, a vége felé a tenyészet eloregedésével lelassul. A vegén az
oxigénbdl is el kezd t6bb maradni, mert kevesebbet fogyaszt el beldle.

Félszintetikus penicilinek

A természetes penicilineknél a gyogyaszati alkalmazasoknal a kdvetkezé problémak
merltek fel:
- Sz(ik antibiotikum spektrum, csak a Gram-pozitiv korokozokra hatékony.
- A G penicillin alkali sok sav érzékenyek, szajon at nem szedhet6ek
- Allergén hatasok
- A korokozdk penicillinnel szemben kialakult rezisztenciaja

A félszintetikus penicillinek, azon antibiotikumok, melyek hatéanyaganak el6allitasa-
nal, az alapmolekulat mikroorganizmus allitja el6, azonban ehhez szintetikus Uton olyan ol-
dallancot kapcsolnak, amelyre fermentacids Gton nincs lehetdseg.
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4. Ipari termelés génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Sk

Natural penicillins

T H
CH:=—C—N ?
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O—CH,— C—N
D&’

Penicillin G
(Gram-positive cocci)

Penicillin V
(acid resistant)

11. &bra: Fermentalt alapvegyletek
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Ampicillin
(broad spectrum,
acid resistant)

Carbenicillin
(broad spectrum)

Amoxicillin
(broad spectrum)

12. dbra: Félszintetikus penicillinek

A penicillin hatdsmechanizmusa szerkezet analogian alapul.
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D-Ala-D-Ala penicillin
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13. &bra: A penicillin hatasmechanizmusa

Amikor a sejtfal épil, akkor egy peptidlanc végen lévé D-alanin - D-alanin lancvéget egy
enzim odakapcsolja egy masik peptid vegéhez, es ezaltal térhaldsodik a sejtfal. Ennek a D-
Ala-D-Ala lancvégnek a szerkezetanaldgja (= hasonlé kémiai szerkezetli molekula) a
penicillin. Az abra ezt a hasonldsagot szemlélteti, a kiilldnbsegeket sarga szin jeldli.

F group
CH3
CH
Chain 1-—®
MH MH
CH3 r - CH3
ZH
0
c :
0 0
Beta lactam ring 0 D-alanykD-alanine

Penicillin
Thefour member beta lactam ring is attached to a five member ring. The R group will determine
the spectrum of activity. The structure of D-alanyk D-alanine is given Tor comparison,

14. abra: A penicillin szerkezeti hasonldsaga
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Ha a sejtfal épit6 enzim a D-Ala-D-Ala lancvég helyett egy penicillin molekulat kot
meg az aktiv centrumaban, akkor az irreverzibilisen kotédik be oda, az enzim soha tébbé nem
tudja a sejtfal-épitést katalizalni. Ett6l a baktérium sejtfala meggyengl, és nem tud osztodni,
mert ahhoz (] sejtfal részek szintézise lenne szlikséges.

A szekunder metabolit gyartés dsszefoglalésa:

Torzsfejlesztés: A génmanipulaciéo majdnem lehetetlen, mert a bioszintézis nagyon sok
Iépéshdl all, és sokféle szabalyozas érvényesul. A klasszikus mutacids-szelekciés madszert
ismételgetik évtizedeken keresztill, ez hatékony, de ma mar lassan eléri a hatérait.

Technoldgia: Kétszakaszos fermentacio, el6bb sejtszaporités, azutan termékképzés.

Piaci helyzet: A szabadalmak lejartak, generikus készitmények, éles versenyhelyzet,
nyomott arak. Ennek egyik kdvetkezménye az outsourcing, a gyartas kihelyezése a fejlédé
orszagokba (pl. Indiaba), ahol alacsonyabbak a termelési koltségek.
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7 7

4.3. Rekombinans fehérjék elgallitasa génmanipulélt mikroorganizmusokkal

7 7

Az elsddleges és masodlagos anyagcseretermékek eléallitasa utan a rekombinans fehérjék
gyartasarol lesz sz6. Ezek olyan fehérjék, melyeket a sejt eredeti genomja nem tartalmaz, ha-
nem a fehérjék génjét a biotechnoldogusok vitték be kiillénbdz6 vektorokkal a sejtbe.

Inzulin
Els6ként az inzulin eldallitasaval foglalkozunk, mert ez egy viszonylag egyszerlbb fehérje,
masrészt idérendben, tudomanytdrténetileg is ez volt az elsé rekombinans termék.

Mi is az inzulin?

Az inzulin maga egy fehérje tipusi hormon, tehéat
szabalyozo jellegli anyag, ami nem a mennyiségével, hanem
a szabalyozdson keresztul hat. Paranyi mennyiségben is
hatékony, mert a sejtek feltletén 1évé receptorokhoz kot és
a receptorokhoz val6 kétédés anyagcsere valtozasokat okoz.
Mar egy-két inzulin molekula a sejt fellletén receptorhoz
kotédve meg tudja valtoztatni a sejtek cukorfelvételét.

Hol termel6dik az inzulin a szervezetiinkben?

A hasnyalmirigyben, de ennek is csak bizonyos sejtjeiben
un. Langerhans-szigeteken. Az inzulin antagonista
hormonpérja, a glikagon szintén itt termel6dik. Ez a ket
hormon egyuttesen biztositja a vércukorszint szabalyozasat.
Az inzulin csokkenti a vércukor szintet, a glikagon emeli, a
két ellentétes hatasi hormon aranya alakitja ki a kozel
allando vércukorszintet.

¥ e
15. abra: A hasnyalmirigy Langerhans-szigete yrﬂg..mm »fgﬁ"‘lﬁ

Az inzulinnal kapcsolatos betegség a diabetes, kdznapi néven cukorbetegség, ami a vércukor
szint szabalyozésanak zavarét jelenti. Tobbféle tipusa van:

Fiatalkori cukorbetegséq: Ez ténylegesen az inzulin hianyan alapszik. A sejtek nem
képesek elegend6 inzulint termelni, és emiatt a vércukor szint allandéan magas a
szervezetben. A fiatalkori cukorbetegség egy autoimmun betegség, melyet abszolit
inzulinhiany okoz. Hatterében az all, hogy a szervezet immunrendszere idegenként ismeri fel
a sajat sejtek egy részét, és autoimmun gyulladas kovetkeztében elpusztulnak a hasnyalmirigy
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inzulint termel6 béta-sejtjei. A fiatal kori cukorbetegség inzulinos kezelés nélkil sulyos
karosodassal, és egy-két éven belul halallal jar.

Id6skori_cukorbetegséq: A betegek tdlnyomo tobbsége ebben szenved. Itt nem az

inzulintermelés hidnya a probléma, hanem a sejtek fellletén Iév6 inzulin receptorok
karosodasa. Az iddskori cukorbetegség egyfajta civilizacids artalom, amit a magas glikémias
index( szénhidratok fogyasztasa (cukor, fehér liszt sth.) idéz eld. A glikémids index azt fejezi
ki, hogy egy szenhidrat milyen gyorsan szivodik fel, és jut a vérbe. Minél nagyobb ez az
érték, az élelmiszer annal nagyobb inzulintermelésre serkenti a szervezetet. Az éveken at
tartbsan magas inzulinszint, pontosabban az étkezéseknél fellépé hatalmas inzulinhullam
miatt a sejtek védekezni kezdenek a beléjuk pumpalt tul sok cukor ellen, és kialakul az
inzulinrezisztencia, vagyis a sejtek ellendllnak az inzulin hatdsdnak - a receptorok
érzéketlenné valnak az inzulinra. Am mivel az agy érzékeli, hogy a vérben ott a sok cukor,
utasitja a hasnyalmirigyet, hogy még tobb inzulint termeljen, a sejtek viszont egyre jobban
ellenallnak. Egy ponton azonban a hasnyalmirigy feladja a kiizdelmet, es a kialakul tartosan
magas Vvércukorszint karositja a szervezetet. Rontja a keringést a hajszéalerekben, és ennek
sokféle kdvetkezmenye lehet (pl. vaksag, labszéarfekély, infarktus).
Mind két tipusnal inzulin bevitellel lehet a betegen segiteni. Ez a bevitel szjon &t
(tablettaban, kapszulaban) nem oldhatd meg, mert az inzulin az egy fehérje molekula, ami az
emésztOcsatorndban lebomlik. Ezért az inzulint legtébbszor injekcidé formajaban adjak, bar
sok prébalkozas tortént ennek elkertlésére, pl. a nyalkahartyan keresztll felszivodd
preparatumok kifejlesztésére.

Az inzulin molekula szerkezete:

16. &bra: Az inzulin szerkezete
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Két peptid lanchdl ( A és B lanc) épll fel. Az egyik 21 a méasik 30 aminosavbdl all. A két lan-
cot diszulfid hidak (két kénatombdl allo, -S-S- felépitésl keresztkotések) tartjdk ossze. A di-
szulfid hidak a fehérjében 1év0 cisztein aminosavak kozott johetnek létre. Ezekben az oldal-
lanc végén egy SH csoport talalhato, két ilyen SH csoport képes 6sszekapcsolddni.
-SH + HS- - -S-S-

(a hidrogéneket valamilyen molekula, pl. NAD veszi fel). Harom ilyen kotés talalhat6 az in-
zulin molekulaban, kett6 az A és B lanc kozoétt, a harmadik az A lancon belul hoz létre egy
hurkot, ezéltal stabilizélja a szerkezetét.

A sertés és a marha szervezete szintén termel inzulint. Ezek az emberi inzulintdl csak néhany
aminosavban kilonboznek. E kilonbségekbdl az evoldlcids eldgazasok torténete is kiolvasha-
to.

Aminosav
S 10. 30
Marha m [ Ala
Sertés Thr ILeu
Ember Thr ILeu Thr
A lanc B lanc

17. &bra: Eltérések a human, marha és sertés inzulin kozott
Ha nagyobbak a kiilonbségek, mert tdbb mutacid Iépett fel, akkor a fajok korabban valtak el
egymastol. A sertés inzulin csak egyetlen aminosavban tér el az emberét6l, a marha pedig ha-
romban (a képen zélddel, a tablazatban pirossal jeldlve). Ebbdl latszik, hogy a sertés kdzelebb
rokona az embernek, mint a szarvasmarha.
A cukorbetegek kezelésére évtizedekig a sertés inzulint alkalmaztak. A véagohidakon dssze-
gy(jtotték a hasnyalmirigyeket, és ebbdl vontak ki a sertés inzulint.

Az inzulin bioszintézise:

Az inzulin két fehérjelanchdl all, de csak egy inzulin gén van. Ennek atirdsaval - az intronok
kivagésa utén - egy fehérjelanc keletkezik (pre-pro Arg inzulin), és ebbdl harom hasitéssal és
két Arg eltavolitasaval alakul ki a végso, aktiv szerkezet.
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18. abra: Pre-pro Arg inzulin
A pre az egy bevezet6 szakaszt jelent (zolddel jeldlve). A bioszintézis soran ezt az enzimek
eltavolitjak. Marad a proinzulin, ez egy fehérjelanc, amin belll harom szakaszt ismerhetiink
fel. A mar ismert A és B lanc kozott helyezkedik el a C lancnak nevezett szakasz. Tovabbi ha-
sitdsokkal a C lanc kivagasra keriil. A C lancnak a tovabbiakban nincs szerepe, elbomlik. Ez
egy bonyolult fehérje ,,érési” folyamat, de még bonyolultabb lenne, ha még szénhidrat része-
ket is kellene kapcsolni a fehérjére. Szerencsére az inzulin nem tartalmaz szénhidrat részeket.

Az inzulin el6allitasi lehet&ségei

1. Szerves vegyészek megoldottak, hogy kémiai szintézissel, aminosavakbol allitsék el6 az
inzulint. Ez nem gazdasagos eljaréas, a gyakorlatban, ezért nem is alkalmazzak.

2. Sertés hasnyalmirigybdl vald kivonas as atalakitas human inzulinna. A nagy mennyiségU
inzulin el6allitdsahoz korabban a vagdhidakra vitt allatok hasnyalmirigyeit kezdték feldolgoz-
ni, de egy id6 utan ez nem fedezte az igényeket.

3. Fermentacio génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Ezzel az eljaréssal nagyon sok gyogyszergyarto cég foglalkozott és foglalkozik. Kilonféle
utakat jartak ezek a cégek, és kilonféle megoldasokat talaltak Ki.

Az els6 ilyen gondolat az volt, hogy minél egyszer(ibb legyen a folyamat, minél révidebb
fehérjéket kelljen eléallitani, ezért kilon-kilon termeltették meg az A és a B lancot.

Ez utéan:

- a pro inzulin fermentécidja Escherichia colival, majd atalakitasa

- a pre-pro-inzulin fermentécidja Escherichia colival, hasitasok

- a pro inzulin fermentacié Saccharomyces cerevisiae-vel (= pékéleszto)

Kivonas hasnyalmirigybdl, atalakitas
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Ezt nevezik klasszikus eljarasnak is. Az inzulint el6szor Frederick Bantingnak és Charles H.
Bestnek sikeriil kivonnia a hasnyalmirigybdl a XX. szazad elején. (Erdekesség: Az elsGszor
kutyakat vizsgaltak, eltavolitottak a hasnyalmirigylket és megfigyelték, hogy mi torténik. K-
16nb6z6 enzimekkel probaltdk meg potolni a hasnyalmirigy emészté enzimeit. Véletlendl fi-
gyelték meg, hogy a kutyék vizeletére odagydltek a legyek. Az okot keresve allapitottdk meg,
hogy a kutyak vizeletében sokkal tébb cukor volt, mint az el6tt. Ebb6l kdvetkeztettek a has-
nyalmirigy szerepére a vércukorszint alakulasaban, és ez vezetett el végul az inzulin felfede-
zéséhez.) A kutyak vizsgalata utan atalltak a sertések alkalmazasara. A nagyobb mennyiség(i
inzulin el6allitasahoz a tudosok ekkor a vagohidakrol szerzett allati hasnyalmirigyet kezdték
hasznélni. A kisérletek sikeresek voltak; folyamatos adagolassal hosszu id6n at életben tudtak
tartani a beteg allatokat. Cukorbeteg ember el6szor 1922. januar 11-én kapott a kivonatbdl; a
mar haldoklo 14 éves fiatalember néhany nap mulva elhagyhatta a korhazat, bar tovabbra is
raszorult az injekcidkra. Az inzulingyartads 60 évig a torontoi felfedezék (Banting, Best és
Collip) elvei alapjan tortént. Az inzulint sertés, illetve szarvasmarha hasnyalmirigyébdl von-
tak ki savas-alkoholos modszerrel. Az allatok levagésat kdvetéen a hasnyalmirigyet azonnal
lefagyasztottak. Darabolas, 6rlés utan savanyu kdzegben alkoholos kivonatot készitettek. Ezt
semlegesitették, és eltavolitottak a kicsapodo fehérjéket, az alkoholt és a zsirnemd anyagokat.
Végil semleges kdzegben konyhasd (NaCl) hozzéadasaval az inzulin Kicsapodott. Az igy
nyert készitmény 80-90 szzalék kristalyos inzulint tartalmazott, ez a klasszikus "gyors" hatéa-
st inzulin. A mindennapi gyogyitasban jol alkalmazhat6 kristalyos inzulint el6szor Abel alli-
tott el§ 1926-ban.

A felfedezésért a kutatok 1923-ban Nobel dijat kaptak.

A nyolcvanas évek kozepéig a sertés hasnyalmirigybdl valo inzulin kinyerés volt az egyedli
technoldgia, de korlatozé tényezét jelentett, hogy az alapanyag mennyisége véges (nem vag-
nak le annyi sertést, mint amennyi hasnyalmirigyre szikkseg lenne). Masrészr6él kiderilt, hogy
a sertés inzulinban lévé egy aminosav kildonbség a kezelt paciensek egy részénél allergiat
okoz. A szervezetiik idegen fehérjének tekintette az inzulint és allergias reakcio alakult ki. Az
allergia raadasul ismételt bevitelnél fokozddik, tehat a folyamatos inzulin adasnal egyre er6-
sebb lesz.

A Kkuldnbség a sertés és az emberi inzulin k6zott egyetlen aminosav. Ezt kellene lecserélni, és
az allergia probléma megoldddna.

Hogyan lehetne ezt az aminosavat lecserélni?

Ismét egy biotechnoldgiai l€pés kdvetkezik: egy enzimet hasznalunk az atalakitasra. Ez az en-
zim a tripszin, a hasnyalmirigy altal termelt emészt6 enzim. (Kitekintés: A hasnyalmirigy hor-
monok mellett nagyon sokféle emészté enzimet is termel. Ezt a sokféleséget fejezi ki a has-
nyalmirigy latin neve is: pancreas, leforditva: pan = minden, teljes; creas = teremt, létrehoz,
pancreas = minden(félé)t termel6).
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Ez egy nagyon specifikus peptidaz, mivel nem akarhol hasitja el a fehérje molekulakat, hanem
a bazikus aminosavak mellett. Két féle bazikus aminosav van az arginin (Arg) és a lizin (Lys).
Az oldallancuk végén egy aminocsoport van, ezt ismeri fel a tripszin. Ahol a fehérje lancban
egy ilyen aminosavat talal, odakotddik, és mellette elvagja a peptidkotést.
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19. dbra: Az alanin levagéasa
Lathatd a B lancon, hogy az utolsé el6tti aminosav az egy lizin, tehat bazikus aminosav. A li-
zin melletti vagassal a tripszin éppen egyetlen aminosavat, az eltavolitandé alanint hasitja le.
Sajnos az inzulinban van még egy bazikus aminosav is, az abran sargaval jelolt arginin. Ah-
hoz, hogy csak a lizin mellett menjen végbe a reakcio, pontosan be kell allitani koriilményeket
(+6 fok, szerves oldoszert adni a vizes oldathoz).

COOR

20. &bra: A threonin beépulése az alanin helyére
Az alanint treoninra (lilaval jelolve) kell cserélni. A cserénél azt hasznaljak ki, hogy ezek a
reakciok megfordithatd, egyensulyi reakciok. A kémiai reakciok megfordithatok akkor, ha
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valamelyik reakcidpartnerbdl nagyon sokat adunk hozza. Ez esetben treoninbdl kell nagyon
sokat hozzéadni az alaninhoz képest. Igy az eredetileg bontasi reakci6 visszafordul, és szinté-
zis, azaz aminosav rakotés is végbemegy. Ha pedig nagysagrenddel tébb treonin van jelen,
mint alanin, akkor a létrejovd inzulin molekuldk kozoétt is nagysagrenddel tobb lesz az treoni-
nos, mint az alaninos.

De van még egy probléma, a treonin karbonsav csoportja. Ez a csoport mellékrekciokba lép-
het, és szennyez6 melléktermékeket hozhat létre. Ennek kivédésére a savcsoportra egy védo
csoportot tesznek, treonin észtert visznek be a rendszerbe. Az R bet( azt jelenti, hogy valami-
lyen, pontosan meg nem hatarozott alkohollal észterezik a treonint. igy el lehet keriilni a mel-
Iékreakcidkat, nem képz6dnek melléktermékek. De ez egyuttal azt is jelenti, hogy legvégul
ezt az észterezd alkoholt is el kell tavolitani az inzulinrol.

_“.—moﬂ +HO -“.—CDDH

- ROH

21. abra: Az észter csoport elbontasa

Az inzulin fermentacids el6allitdsa rekombinans fehérjeként

A rekombinans fehérjék elGallitasat prokariotakkal és eukariotakkal is meg lehet oldani. A
kétféle fehérjeszintézis kdzott azonban kilonbség van. Az eukaridtak képesek szénhidratré-
szekkel kiegészitett fehérjéket Iétrehozni, mig a prokariotak csak az ,,alap” fehérjemolekulat
tudjak eléallitani. Ha tehat olyan fehérjét akarunk termeltetni, amire nem kell cukrokat rakotni
(szakkifejezéssel: glikozilalni), akkor ezt a feladatot prokariotakkal is meg lehet oldani a fo-
lyamatot. Ha viszont a termeltetni kivant fehérje csak glikozilalt forméban aktiv, akkor euka-
riotakkal kell dolgoznunk. Az inzulin nem tartalmaz szénhidratokat, tehat rekombinans fehér-
jeként baktériumokkal is el6allithato.

Kettds fermentécio

Az inzulin A és B lancanak megfeleld génszakaszt megfelel6 vektorokkal két kilén E. coli
torzsbe viszik be. Két kilon fermentacioval el6allitjak a két fehérjelancot. Ezek a fehérjék
intracellularis (sejten bellll maradod) termékek, igy a tovabbi feldolgozashoz egy kilén mive-
lettel fel kell tarni a sejteket. A feltaras és tobb 1épéses tisztitas utan kapjak meg az inzulin
komponenseit. A két 1anc kozott a diszulfid hidakat kemiai reakcidval hozzak Iétre, majd to-
vabbi tisztitas utan hozzak forgalomba.
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22. abra: Két kilon fermentacid, aztan dsszekapcsolas
A pre-pro-inzulin el6allitasa rekombinéns fehérjeként

Az egesz fehérjelanc elballitdsa génmanipulécié szempontjabol nem nehezebb, mert a teljes
inzulin gén (pre-pro-inzulin) belefér egy Escherichia coli plazmidba. A génbevitel és a fer-
mentaciod E. coli-val az el6bbiekkel analog modon torténik, de utana a lanc hasitasa bonyolul-
tabb, két enzimes Iépés.

Els6 1épés: a bioszintézissel analdég modon, harom helyen kell felhasitani a fehérjét. Szeren-
csére mindegyik vagasi helynél, illetve kozelében taldlhatd egy-egy arginin a fehérjében (az
abran zolddel jel6lve). Lathatjuk, hogy a pre inzulin egy argininnel végzdédik, majd a B lanc-
nal is a threonin utan két arginin jon. A tripszinrdl mar tudjuk, hogy képes a bazikus aminosa-
vak melletti bontasra, tehat ezzel majdnem pontosan meg tudjuk csinalni a hasitasokat. A va-
gasok az arginin ,,jobb” (karbonsav) oldalan torténnek. Két helyen pontosan a megfeleld he-
lyen szakad meg a fehérje lanc, a harmadikon viszont, a B l1anc végén két arginin ott marad.
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23. &bra: A pre-pro inzulin enzimes hasitasai
Mésodik lépés: A két arginin mar képes befolyasolni a molekula hatdsat. Lehet, hogy haté-
kony lenne igy is, de allergias reakcidkat valthat ki egyes betegeknél. A két aminosav eltavo-
litsara egy mésik enzimet, egy exopeptidazt alkalmaznak, amely a fehérje karbonsav lancvé-
gérdl egyesével hidrolizalja le az aminosavakat.

Inzulin tisztitasa

Lépései:

Els6 lépés: Gélszlirés (kis molekuldk kisz(rése)
Mésodik lepés: loncsere kromatografia

Harmadik 1épés: Kristalyositas

A fehérjék altaldban nagyon nehezen kristalyosit-
hatdk, de az inzulin kivétel. 55 fokrol lehlitve, Zn
ion jelenlétében szép szabalyos kristalyok forma-
jaban valik ki. A kristalyos cink-inzulin stabil, jol
tarolhato.

24. abra: Inzulin kristalyok

Eddig a rekombinans fehérjék kozil egy hormon, az inzulin el6allitasat targyaltuk. A
rekombinans fehérjék kozott azonban vannak mas funkcidju hatéanyagok is.
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Vakcinak
A vakcina fogalmaval mindenki talalkozott mar, hiszen a kotelez6 véddoltasokkal mindenki
megkapta. A vakcina gyartas az oltdanyagok el6allitasat jelenti.

Mi a funkcioja a vakcindknak?

Ezek immunfehérjék, immunreakcidban valamilyen médon részt vevo fehérjék. Méar ezen a
ponton két alapvetd kategoriat kell megkilonbdztetniink, az aktiv és a passziv immunizalast.
Ennek elkilonitéséhez nézzilk meg, hogyan mikddik az immunreakcio.

Ha a szervezetbe bekeril valamiféle fert6zd agens, virus vagy baktérium stb. ennek a fellleti
fehérjéje (ez az antigén) védekezd reakciot, immunreakciot valt ki. Ennek egyik fajtaja az un.
molekularis immunvalasz. A fehér vérsejtek antitesteket (fehérjéket) termelnek, és az, ame-
lyik éppen pont railleszkedik a tAmadora, az rakotddik, és hatastalanitja. A hatéstalanitasnak
egyik modja az, hogy beboritja a felliletét és ezzel akadalyozza a miikodését. A masik védeke-
zési mod az, hogy a rakoét6do antitest az egy ,,cimke”, ami a sejtes immunvalasz sejtjei szama-
ra azt az informéaciot hordozza, hogy ezt a megjeldlt objektumot (sejt, stb.) kell bekebelezni
(fagocitdzis), elpusztitani. Az immunreakcionak tehat két fehérje szerepl&je van, az antigének
és az antitestek. E kétféle fehérje alkalmazésa szerint kilonithetjuk el az aktiv és passziv im-
munizalast.

Passziv immunizéalas

Aktiv immunizalas

antitest (antitoxin)
bevitele

antigen bevitele

mas sejtek termelik az
antitesteket

a szervezet maga termeli
az antitesteket

terapia/gyogykezelés —
fennallo betegség esetén

profilaxis/megel&zés —
jovbbeli betegség ellen

25. abra: Az aktiv és a passziv immunzéalas
Passziv immunizalas esetén az antitesteket adjuk be a szervezetbe. Akkor alkalmazzuk, ha a

fert6zés mar megtortént, illetve valdszindsithetd, hogy megtortént. Ilyenkor nincs id6 arra,
hogy kivaltsuk a szervezet sajat immunreakciojat, ekkor olyan ellenanyagokat kell bevinni,
amelyeket a szervezet maga is termelne, ha lenne ideje ra. A kivilrdl bevitt ellenanyagok vé-
dik meg a szervezetet. Ez nem megel&zés (profilaxis), hanem kezelés (terdpia). Alkalmankeént,
egyenenkent adjak, ezt nem kapja meg mindenki.

Az aktiv immunizalasnal nem az antitestet vissziik be a szervezetbe, hanem az antitest terme-

leset kivalto antigent. Ennek hatdsara a szervezet maga termeli az antitesteket, meg a fert6zés
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fellépése elbtt. Ezzel felkészitjik a szervezetet, és nem betegszik meg a fert6z6 agens megje-
lenésekor. Ez megel&zés (profilaxis), és nem kezelés (terapia).

Fejlett egészséguiggyel rendelkezd tarsadalmakban a kilénb6z6 védboltasok rendszerét veze-
tik be, egy mindenkire kotelezd oltasi programot, ami megvédi a tarsadalmat a jarvanyos fer-
t6z06 betegségektdl. Ezt dokumentélja az oltasi kdnyvecske, ami végig kiséri mindenki gyerek-
korét.

Mindkét fehérjét (antigén és antitest) el6allithatjuk rekombinans fehérjeként, de itt az el6adas-
ban az aktiv immunizélasra hasznélatos antigén fehérjék gyartasardl lesz szo.

Az immunvalaszt Kivaltd vakcina jellege szerint lehet:
1. EIl6, attenudlt (legyengitett, mar nem virulens) kérokozé baktérium bevitele a szervezet-
be.
Edward Jenner is ugyanezt csinélta, aki a véddoltasok atyjanak tekinthetd. Fogalma sem volt
az immunreakcidkrol, de az véddoltasok atyja volt, mert azt ismerte fel, hogy a tehénhimlé az
sokkal enyhébb lefolyasd, mint az emberi himl§, viszont védettséget ad a fekete himld ellen.
Onnan jott r, hogy a tehénhiml6 a tehén tégyén taldlhaté himlds sebekrdl ismerhetd fel és
azok a fejénok, akik ezekkel a tehenekkel foglalkoztak, azok védettek lettek a himl6 ellen. Az
0 eljarasa az volt, hogy a tehén tégyén Iévd himlbs varokat lekaparta és ezt dorzsolte bele az
emberen mesterségesen létrehozott sebbe. igy az ember megfert6z4dott a tehénhimlvel. Ettél
keletkezett egy-két himlds folt ott az emberen, de ezek az emberek védettek lettek a himl6vel
szemben. Ez az 1800 korili években tértént. Edward Jenner is egy gyengébb kdorokozét hasz-
nalt. A kilonbség csak az, hogy nem egy szandékosan legyengitett korokozordl beszélhetiink,
hanem egy természetben eléforduld korokozordl. Manapsag is hasznélnak ilyent. Ilyen pl.:
BCG oltés (a Bacillus Calmette-Gueérin elnevezeés roviditése) A két francia kutato évekig la-
borban tenyésztette TBC (tuberkuldzis) kdrokozdéjat, és az mar nem fert6zéképes, csak védett-
séget hoz létre a vele valo fert6zddés, betegséget nem. A tdrzs a Mycobacterium tuberculosis
avirulens, immunogén valtozata.
2. EIolt, inaktivalt kérokozo6 hasznélata. A betegséget okozo torzset hasznaljak, de elpusz-
titjak, inaktivaljak. Szaporodni, igy fert6zni nem tud, de a fehérjéi alkalmasak az immunva-
lasz kivaltasara. Baktériumoknal és virusoknal is alkalmazott technika. Célszer( szelektiven a
DNS-t elreagéltatni valamilyen szelektiv reagenssel, Ggy, hogy a fehérjék épen maradjanak.
3. Alegység- (subunit) vakcina: Az egész korokozd helyett csak egy-két jellegzetes immu-
nogen fehérjét visznek be. Ezeket rekombinans fehérjeként més, biztonsagos térzzsel termel-
tetik meg. Biztonsagosabb eljaras, mivel maga a mikroba sem el6lt, sem él6 forméban nincs
jelen, igy garantaltan nem okozhat fert6zést.
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A vakcina gyéartas technologiai lehetdségei:

1. Emléséllatokban (lovak, kutyak, disznok, lovak). Nem csak torténelem, még ma is el&for-
dul, hogy bizonyos allatokat megfertdznek kdrokozokkal, és a vériikben pedig termel6dik
az ellenanyag.

2. Csirkeembridban (tojasban). Az influenza vakcinak el6allitdsanak gyakori modja ez. Kii-
Ionlegesen steril tojasokban szaporitjak a virusokat, majd leszivjak a megfelel6 folyadéko-
kat és inaktivaljak.

3. Attenudlt baktérium fermentacidval. Az attenualt sz6 azt jelenti, hogy legyengitett bakté-
riumok fermentacioja.

4. Rekombinans fehérjék el6allitasa baktérium fermentacioval. Azonos a korabban emlitett
alegység vakcina gyartassal.

5. Virus szaporitas allati sejtek tenyésztésével. Ez az eddigiekhez képest teljesen Gj forma.
Eddig nem volt sz6 arrol, hogy allati sejteket is lehet szaporitani. Ez egy kilon terilete a
biotechnoldgianak, eltér a normal fermentaciotol. A kovetkezd el6éadason részletesen tar-
gyaljuk

6. Rekombinans fehérjék el6allitasa llati sejtek tenyésztésével.

Ezek az altalanos el6allitési lehet6ségek voltak.

Reészletesen azokat fogjuk targyalni, ahol a rekombinéns fehérjék vannak.

A rekombinans fehérje vakcinak

Alegység fehérje vakcinat hoznak létre. Ennek a lépései a kdvetkezdk:

1. A korokozobol ki kell szedni azt a gent, amelyik azt a fellleti fehérjét kodolja. Tehét, ha
korokozordl van sz0, akkor az altalaban mikroorganizmus, melynek a DNS-e sokkal
kisebb, mint egy emberi sejté.

2. Geénmanipulacioval bevinni (vektorok) egy jol kezelhet6é gazdaszervezetbe, expresszalni
(ki is fejez6djon a gén, bemegy a gén és miikodik is)

3. Fermentacioval elGallitani a fehérjét.

Feldolgozés: El6szor el kell donteni, hogy a fehérje az extra cellularis vagy intracellularis.
Ez utén jon: - kiméletes sejt elvalasztas

- Zarvanytest (fehérje szemcsék) esetén sejtfeltaras, szolubizalas, folding

- tisztitasi Iépések

Konkrét példa: Hepatitis B virusbetegség vakcinaja

A hepatitis azt jelenti, hogy majgyulladas. Virusos majgyulladas, melynek kilénbdz6 tipusai
vannak (A, B,C, E, F, G), de az A B C azok, melyek a leggyakoribbak. Mindegyik
majgyulladast okoz, de masok. A hepatitis A az széklettel terjed. A hepatitis A egy gyors
lefolyasu betegség, hamar gydgyithat6, nagyon legyengult szervezeteknél okoz problémat. Az
egészséges ember 1 honap alatt killondsebb kovetkezmények nélkil meggydgyul beléle.
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A hepatitis B ennél keményebb, ezen is tul lehet lenni, de ez hdnapokig tart. Kronikus is lehet,
évekig is elhtzodhat és az esetek bizonyos szazalékaban tartds majkarosodast okoz. Kis
szdzalékban majrékot is okozhat.

Ez a betegség ez testnedvekkel terjed, vérrel, és egyéb valadékokkal. Személyes érintkezéssel.
A virus lappangasi ideje tobb honapig tart. A méjat pusztitja el. A méjsejteket timadja meg. A
megtamadas utn a majsejtekbdl kiszabadult virusok a vérbe keriilnek és igy vérrel terjed a
betegség.

Amikor a virusszaporodasrdl volt szd, elhangzott, hogy a virusok dsszeépiilésénél sok a selejt,
a tokfehérjék egy része ,,kimarad”. Amikor szétesik a majsejt akkor nagyon sok tokfehérje,
burokfehérje is kiszabadul és kering a vérben. Ezek a mérete l1ényegesen kisebb, mint a teljes
virusé, tehat megfelel6 sziiréssel ezeket ki lehet valogatni a vérbél. A fehérjék a betegek
verébdl kimutathatok és izolalhatdk, igy készlltek a legelsé hepatitis B vakcinék is.

DNS polimeriz
HBsAg
HBcAg
HBeAp

DINS

26. abra: A Hepatitis B virus felépitése
Ismét azt a felépitést lathatjuk, hogy k6zépen van a nukleinsav és korulotte valamilyen burok,
tokboritas alakul ki. Tulajdonkeppen dsszesen 3 féle fehérjérdl van sz6. Ami a fellletén van
pirossal jelolve az a HBs (s=surface). A kdvetekez6, ami mar kristalyos szerkezetet mutat a
HBc (c=core). A HBe (e= endo). Tehat 3 féle antigénje van a virusnak: a feluleti, a belsé és az
endo.
A Hepatitis B virusban a DNS csak részben kettds szalu, van ahol szimpla szala.
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HBe Ag

27. &bra: A Hepatitis DNS-e

A képen kékkel lathatjuk a core antigént, pirossal a surface antigént. A HBV DNS ket
szala nem egyforma hosszu. Itt is lathatjuk a két Pre, azaz bevezetd szakasz, ami a kés6bbiek-
ben lehasad réla. A ,,—,, szal (kodogén) 3200 nukleotid a ,,+” szal ennek csak 55-75%-a. A
HBsAg fehérje az 226 aminosav, lipoprotein, ezt klénoztak.

A fellleti antigén génjét el6szor E. coli plazmidba kldnoztak, termelte is, de nem gli-
kolizalt forma ( a coli nem tudta rarakni a cukrokat), nem alakult ki az aktiv folding ez azt je-
lenti, hogy nem alakult ki az aktiv harmadlagos szerkezete a molekulanak.

Tovabb kellett 1épni. Eukariotakba kellett bevinni.

Bevitték el6szor élesztébe (intracellularis, glikozilalt), emlds szévetbe (extracellularis, gliko-
zilalt). Tehat az élesztével sejten bellli fehérje termelést sikerdlt elérni, ezt jelenti az intracel-
lularis. Az eml6s sejteknél extracellularis fehérje termelést sikerlt elérni, tehat a sejt kiva-
lasztotta magabol ezt a fehérjét.

Mindkett6 aktiv vakcina az élesztds technoldgia olcsébb és biztonsagosabb
(onkogének, virusok). Egy altalanos szemlélet Iétezik, hogy kerljik az emldssejteket, mert
ebben lehetnek olyan lappangé virusok, melyek az emberekre is veszélyesek lehetnek.
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28. &bra: Az élesztbbe bevitt plazmid szerkezete
Maga a gén egy E.coliba volt beépitve. A coli vektor fels6 része zélddel van jeldlve.
Ez a pBR322-es antibiotikum rezisztens coli plazmid.
Lathat6 a promoter rész, az expresszids kazetta és a terminator. De ez igy 6nmagaban nem tud
bemenni az élesztébe, igy el6vettek egy bizonyos élesztéplazmidot, melyet kinyitottak és a

két plazmidbdl csinaltak egyet.

A pirossal jel6lt élesztéplazmidban ott van az a bizonyos replikacids origd, amely lehetdvé
teszi, hogy szaporodjon. Egy ingazé vektor van jelen, ami coliban és éleszt6ben is tud

szaporodni.
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