FEHERJEK ELOALLITASA GENMANIPULALT
MIKROORGANIZMUSOKKAL

2020. aprilis 6.

A biotechnoldgiali ipar termékei:

— 4.1. Elsbdleges anyagcseretermekek
— 4.2. Masodlagos anyagcseretermékek

— 4.3. FEHERJEK, amelyeket a sejt eredeti genomja nem
tartalmaz, mashonnan bevitt gén terméke.
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1. Inzulin

Az inzulin emléshormon; ez volt elso rekombinans modszerrel eloallitott feherje. A
gyvogyaszafi celra tortéend human inzulin éves termeleése eleri a 2 tonnat. Az mzulint a
hasnyvalmirigy (pancreas) Langerhans—szigetei termelik. Antagonista parja a glukagon, a ket
hormon egviitt biztositja a vercukorszint megteleld szabalvozasat, Az inzulint eloszor 1922-
ben izolaltak kutva pancreasbol. Az aminosavszekvencia meghatarozasat 1955-ben Sanger
vegezie el

Nélktlozhetetlen a cukorbetegek szamara.

Diabetes: cukor anyagcsere zavar, megemelkedik a
veércukorszint.

Inzulin: kett6s peptidlanc, per os (szajon at) nem adhato,
mert lebomlana. Ezért injekcio formajaban adjak, de
inhalalassal beadhato6 inzulin el6allitasara is tortentek
kisérletek.
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Hormonok

» Kémiai uton torténd jelatvitelt végz6 molekulak.

> (Az idegrendszeren keresztul torténd jeltovabbitas elektromos
impulzusokkal torténik.)

» Szabalyozo szereplk van a szervezetben.

» Belso elvalasztasu mirigyek termelik Oket.

» Nagyon kis mennyisegben is hatekonyak.

> A sejtek fellleten megtalalhaté receptorokhoz kotnek.

» Areceptorhoz valo kotddés anyagcsere valtozast eredményez.

Receptor: a sejten kivilrél érkezo kémiai jeleket fogado fehérje
molekula. A kemiai jelek egy masik molekula formajaban érkeznek, ami a
receptorhoz kapcsoldédva megvaltoztatja annak terbeli szerkezetet.

A szerkezetli valtozas a sejten Kivllrol érkezo jel tovabbitasahoz vezet.
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Az inzulin szerepe a szervezetben

Tapanyagot (gliikozt) tesz a verbol hozzaférhetove a sejtek szamara.
» Az inzulin egy kémiai jelatvitelt vegz6 molekula = egy hormon.
» Hormon tobbféle szerkezetl molekula is lehet. Az inzulin egy fehérje.
> A sejtek szdbl6cukor (glukoz) felvételét segiti el a verbdl.

(Maguktol erre csak az agy sejtjei képesek.)
» Ezaltal a vércukor szint allando értéken tartasaban jatszik szerepet.
» Ha az inzulin a vérbe kerul, a sejtek fel tudjak venni a vérbdl a glukozt.
> Ezaltal a sejtek tapanyaghoz jutnak, a vércukor szint pedig lecstkken.

» Az inzulint a hasnyalmirigy B-sejtjei termelik.

» A glukagon nevl hormon az inzulinnal ellentétes hatasu, a maj glikogen

(gltikdz polimer) raktaraibol kepes glukozt juttatni a verbe.
—__Admb_____ m
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A cukorbetegség (Diabetes mellitus)
A vércukor szint szabalyozasanak zavara.

> A sejtek a vérbdl nem tudjak a glikozt felvenni. = Eheznek.
» Emiatt a vércukor = gliikdz szint a vérben folyamatosan emelkedett.
> A cukor a vizelettel nagy mértekben urtl és vizet sziv magaval (ozmazis).
> Eletveszélyes allapot Iéphet fel a tul alacsony és a til magas

vercukor szint kdvetkeztében.
» Komoly szovédmenyek tobbek kozott az erek falanak karosodasa miatt.
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A cukorbetegség (Diabetes mellitus) tipusal
A vércukor szint szabalyozasanak zavara.

» Fiatalkori (I-es tipusu) cukorbetegség: az inzulin hianyan alapszik. Oka:
elpusztulnak a hasnyalmirigy inzulint termel6 sejtjei (B-sejtek). Autoimmun
betegseg, de ezt gyerekkori virusfertdzés is el6idézheti.

> ldoskori (lI-es tipusu) cukorbetegseg: elsdédlegesen a sejtek fellletéen
talalhatd inzulin receptorok karosodnak. Civilizacios artalom.

Inzulin hullam magas glikémias index( ételek fogyasztasakor =»

A sejtek vedekezni kezdenek a tul nagy cukor koncentracio ellen =

A receptorok érzéketlenné valnak az inzulinra =» a vércukor szint tartosan

magas =2»az agy fokozott inzulin termelésre készteti a hasnyalmirigyet =

vegul kimeril a hasnyalmirigy =» és beall az inzulin hianyos allapot.

Gl = (tapanyag vércukorszint emelb képessége / szélécukor v. e. k.)*100
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A cukorbetegség (Diabetes mellitus) kezelése

» Az inzulin Kkivalrél torténd poétlasaval torténik.

» GOND: az inzulin egy fehérje =» lebomlik a tapcsatornaban =»
» nem lehet szajon at adni.

> Injekcio a régota bevalt modszer,

» de vannak kiseérletek pl. nyalkahartyan keresztul tortén6 adagolasra.

Hogyan tudunk gyogyaszati felhasznalasra inzulint el6allitani?
A kérdés megvalaszolasahoz ismerjik meg a szerkezetét és bioszintéziseének

(€l6 szervezetben torténé elballitasanak) folyamatat!

latos szerkezete. /
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Az Inzulin szerkezete

Megj.: az aminosavak jelolésére 3 vagy 1
betUs roviditeseket hasznalnak.

I
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Az inzulin vazlatos szerkezete.

» 2 aminosav (peptid) lancbal epdl fel.
» A’ lanc: 21 aminosav. ,B” lanc: 30 aminosav.
» A 2 lancot 2 diszulfid hid tartja 0ssze.
» Egy 3. diszulfid hid az ,A” lancon belul jon létre (térszerkezeti stabilizalas).

L i_i _ o)

Diszulfid hid: 2 db cisztein-SH = 1 db cisztein-S-S-cisztein
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Az inzulin elballitasa a szervezetben (bioszintézis)

» Az inzulin génje tartalmaz intronokat! (De az inzulin nincs glikozilalva.)
> 2 peptid lanc, de csak egy inzulint kddolo gen van. Hogy lehet ez?

» Az inzulin egyetlen fehérjelancként keletkezik (pre-pro-Arg inzulin).

» Ebb6l harom hasitassal és két Arg eltavolitasaval alakul ki a szerkezete.

C-lanc: ,,pro” rész

{C-chain
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Az Inzulin szerkezete

Van lehetbseglink embereket allati eredetl inzulinnal kezelni.

A human, marha és sertés inzulin
k6z06tt csak néhany aminosav a
ktlbnbség:

A sertés jobb valasztas,
mint a marha, mert csak

1 aminosav az elteres. “Ammosav

lO
Narha
Sertes Tl*u‘ ILE u
Ember Thr ILeu Thr
A lanc B lanc

GOND: még ez az 1 aminosavas eltérés is okozhat allergias reakciot,
ami az inzulin adagolas ismétlésevel fokozodik.
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AZ INZULIN ELOALLITASA

1. Kémial szintézis aminosavakbol — nem gazdasagos

2. Kivonas sertés hasnyalmirigybdl és atalakitas human inzu-
linna

3. Fermentacidé génmanipulalt mikroorganizmusokkal

— Az A és B lanc termelése kulon-kulon E. coli baktérium
torzzsel, majd 6sszekapcsolas

— pro-inzulin fermentacioja E. coli-val, majd atalakitasa
— Pre-pro-inzulin fermentacioja E. coli-val, hasitasok
— Pro-inzulin fermentéacid S. cerevisiae-vel, atalakitas

Vegylik sorra Oket!
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Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas
A klasszikus eljaras. Vagohidakon 0sszegyujtott hasnyalmirigybdl
extrahaljak a sertés inzulint.
— nincs elég belble
— az egy aminosav kulonbség hosszu tavon allergiat okozhat
Ezért inkabb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint. Egy enzimmel ©.

A tripszin szintén a hasnyalmirigybdl nyerhet6 peptidaz, ami a bazikus
aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidkotest bontja = lecsipi a lancvégqi
alanint. Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lancvégi lizin vagy
arginine aminosavra rakothet meg egy aminosavat.

Ha nagy foloslegben treonint adunk a rendszerbe, akkor az alanin
fokozatosan lecserel6dik treoninra.

A mellékreakcidk visszaszoritasa erdekében Thr-észtert adnak, hogy
ha az enzim “felkapcsolta” mar a treonint, ne tudjon mellé még egyet
“felkapcsolni™.

Peptidazok vagy proteazok: fehérjéket meghatarozott aminosav oldallancok
utan hasitdo enzimek, vo. restrikcios endonukleazok (DNS hasitdé enzimek).



Kivonas hasnyalmirigybodl - atalakitas

Y 1. Tripszinnel lehasitjak a lancvégi
, _@@\3@@}%@@@@@@@@@0 - alanint. Spec. korulm,enyek
~ kellenek (+6 fok, szerves oldoszer-
‘ s viz elegy), hogy a tripszin a
fise) COOH £ . . - .
I .. I 1anck02| arginint ne ismerje fel,
w. :."“@@w@@@@/ mint hasitd helyet.
coon | = COOR 2. Nagy treonin-eszter felesleg
@ X 2 T . .
Y hozzaadasaval az alanint treoninra

cserelik. (Az észter védo csoport.)

3. A treonin észter hidrolizisével
alakul ki a human inzulin:
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Inzulin fermentacios eldallitasa

Prokariotakkal is megoldhato, mert:

Viszonylag rovid lancok, nincs glikozilezes, metilezes, de:

két lanc, harom diszulfid hid — nehéz j6l sszeparositani.
Az intron kivagast a prokariotak nem tudjak megcsinalni,
ezt ki kell kiiszGbalni.

— megoldottak a két lanc kilon-kulon bevitelét és

=y
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Kettos fermentacio

» A két lancot ket kulon plazmidba
vittek be.

> Keét E. coli torzs, két kulon
fermentacio.

> A ket aminosav lancot a bacikbol
kulon-kalén kinyerik és tisztitjak.

» Veégul dsszekapcsolas.

Ez a diszulfid hidak létrehozasat
jelenti es mar kémiai modszerrel,

a baktériumokon kivdl tortenik.
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Inzulin fermentacios eldallitasa

Az egeész lanc elballitasa genmanipulacié 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 lépés):

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

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

16
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A pre-pro-inzulin enzimes hasitasal

Tripszinnel: ez a Lys és Arg oldallancok utan hasit.
Optimalizaljak a reakcio korilmeényeket, hogy csak az Arg utan vagjon.

C-chain

.@@@o@u@@...

/_\S Arg = arginin .@
A-chain
.@@é@@@““@.@\mw
6Ly
A s
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B-chain
Le tudja vagni a ,,pre” részt és ki tudja hasitani a C-lancot, de
a B-lanc végén otthagy 2 Arg-t. =» exopeptidaz enzimmel hasitjak le 6ket.

Vo.: Kisgomboc a mesében... 17
BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék




Az inzulin tisztitasa és feldolgozasa

1. Méretkizarasos (kis molekulak elvalasztasa).
2. loncsere kromatografia.
3. Kristalyositas: Zn ionnal. igy stabil, tarolhato.

Mivel injekcidval juttatjak a
verkeringésbe, sterilnek,
jol oldhatonak, stabilnak kell
lennie...
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VAKCINAGYARTAS (Edward Jenner, vacca = tehén latinul)

A védooltas (vakcina) gyengitett vagy elolt kdrokozdkat, azok részeit vagy kész ellenanyagot
(immunfehérjét = antitestet) tartalmazé készitmény.

A véddboltasok célja a szervezet fert6z6 betegségek elleni védekezését elfsegiteni.

Ez torténhet aktiv vagy passzivimmunizalassal. Az aktivimmunizalas az immunrendszer
“Osztonzése” egy adott kdrokozora specifikus immunsejtek és immunfehérjék termelésére. A
passzivimmunizalas soran kdzvetlenul az adott kérokozora specifikus immunfehérjéket juttatjak
be a szervezetbe.

Immunrendszer: sejtes és “oldékony” (humoralis, molekularis) immunvalasz.

Antigén: ,idegen anyag”. Barmi, amit az immunrendszer idegen anyagként ismer fel.
Antitest (immunfehérje, immunoglobulin): olyan fehérje molekula, amit azimmunrendszer
termel egy adott antigén = idegen anyag felismerésére.

Passziv immunizalas Aktiv immunizalas

antitest (antitoxin) bevitele antigén bevitele

a szervezet maga termeli az

mas sejtek termelik az antitesteket .
antitesteket

terapia/gyogykezelés — fennallo profilaxis/megel6zés — jovébel

betegség esetén betegség ellen v




VAKCINAGYARTAS

Az immunvalaszt kivaltd anyag jellege szerint a vakcina lehet:

1. EI8, attenudlt (legyengitett, mar nem virulens) kérokozé baktérium:
pl. BCG = Bacille Calmette Gueérin, a Mycobacterium tuberculosis

avirulens, immunogén torzse.
2. EI6lt, inaktivalt kbrokozd. Nem szaporodd, nem fertézéképes, de
fehérjei immunogének maradtak.

3. Alegység- (subunit) vakcina: az egész korokozo helyett csak egy-ket
jellegzetes immunogén fehérjét viszlnk be. Biztonsagosabb, mert
nincs benne baktérium / virus DNS vagy virus RNS.

20
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VAKCINAGYARTAS

Technologiai szempontbdl tobb elterd gyartasi mod Iétezik:

1. EmIlés allatokban (nyulak, kutyak, disznok, lovak) — passziv
iImmunizalasra jellemzd

2. Csirkeembridban (tojasban) — pl. influenza elleni vakcina

3. Attenualt baktérium fermentacioval (szubmerz, aerob tenyésztés) —
pl. BCG vakcina

4. Rekombinans fehérjék elballitasa baktérium fermentacioval
Virus szaporitas allati sejtek tenyésztésevel
6. Rekombinans fehérjék elballitasa allati sejtek tenyésztésével

o1
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REKOMBINANS FEHERJE VAKCINAK

|zolalni, esetleg szintetizalni az antigen fehérjét kodolo gént.

Génmanipulacioval bevinni egy jol kezelheté gazdaszervezetbe,
expresszalini.

Fermentacioval elballitani a fehérjét.

Feldolgozas: extracellularis <> intracellularis esetben
- kiméletes sejtelvalasztas

- tisztitasi lépések

22
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A Hepatitis-B es a szaj- és koromfajas vakcina eléallitasardl nem beszéltem az éran, ezeket
nem kell a ZH-ra tudni.

23
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HEPATITIS B VAKCINA

HBV — hepatitis B virus — hatasara a majsejtek pusztulnak,
majgyulladas, elégtelenség, sargasag, akut vagy kronikus majzsugor,
esetleg carcinoma (daganat) alakulhat ki.

Vilagszinten a lakossag 5%-a fert6zott ~350 millié ember
FertOozes atvitele: verrel, tlvel, szexualis uton
Lappangasi idd: 1,5 — 3 honap, az illet6 ezalatt is virusgazda

A virus egységek a majsejtekben szintetizalodnak, a majsejtek
szetesesevel a verbe kertlnek. A virus fehérjék a betegek vérebdl
kimutathatok, sét izolalhatok — ez volt az elsd vakcina. = korlatozott
mennyiség és veszélyes (virusatvitel: HBV, HIV is!)

24
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HEPATITIS B VAKCINA

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

e — endo (belsd),

, HBsAg
c — core (,mag”) ;

HBCcAQ

s

Az immunrendszer Q DNA Polymerase

Mindharom antigént -,
Képes felismerni.

+a DNS és a
DNS-polimeraz

nm

25
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HEPATITIS B VAKCINA

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

A HBsAg fehérje 226 aminosav,
lipoprotein és glikozilalt is, ezt
klonoztak.

SETERvILl

PPARFPPAFPRP

Hepatitis B virus genome organisation
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HEPATITIS B VAKCINA

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

- nem alakult ki az aktiv folding
Bevitték
— éleszt6be (intracellularis, glikozilalt)
— emlbs sejtbe (extracellularis, glikozilalt)

Mindketto aktiv vakcina, az élesztos technologia olcsobb és
biztonsagosabb (nincsenek onkogének, virusok)

27
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HEPATITIS B VAKCINA

Az élesztbbe bevitt ingazo vektor (kettés plazmid) szerkezete:

Kétfele marker gen: ADH-1 Terminator
- ampicillin rezisztencia Hepatits B Surtaca
] i . B ntigen Gene
- leucin-2 gén (az éleszto ~
Leu mutans) GAPDH Promoter.

Expresszios kazetta:  coi DNA 7

- konstitutiv promaoter o (pBR322 Ampiciin
- az S fehérje génje o
) Ty Yeast 2u DNA
terminator fei &—%;g-
e s s -, ' Glmic .
Két replikacids origé: Yousl Loudie-z Gefe
- egyik a coliban, a masik {
az élesztoben mukodik O
% SECHREEAETLE o 28
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HEPATITIS B VAKCINA

Technologia: szakaszos fermentacio
Plazmidtartalom ndvelése Leu-mentes tapoldattal
Azutan termeltetés komplex tapoldaton

Feldolgozas:
Sejtek lecentrifugalasa
Sejtfeltaras

Tisztitasi lépések
Diszulfid hidak kialakitasa kémiai reakcioval

Kiszerelesi lepesek

llllll Sléd 4
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HEPATITIS B VAKCINA

A termék vizsgalata:

— Azonositas: immunanalitika

— DNS tartalom: max 10 pikogram/I !!!

— Hatékonysag: allatokban

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

— Stabilitas: 2-3 ev +4 fokon

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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SZKF VAKCINA

VP#1

L. T L., , protein
SZKF = sz4aj- és koromfajas virus,

kerodzoOkre patogeén

’G’l:,\
RNS virus (reverz transzkriptaz) (
Alegyseg (subunit) vakcina L

Viral RNA

Az elso rec vakcina az allategész- proteins
ségugyben.
Foot-and-mouth
disease virus
- >
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SZKF VAKCINA

Az SZKF burokfehérje gén klonozasa E. coli plazmidba:

VP#1
protem
Viral RNA  yiral RNA
for VP#1
Vzral
proteins
Foot-and-mouth

disease virus

u’t'u'“'u!!u £l et
nnn' NI' :551‘. 2 .’.'.:u L4

% Plasmid

l Restnction

ChaLyne
g:% Cleaved
Reverse o> & plasmid
transcription @
P ] e :
Viral DNA with
VP#1 gene

Recombinant
plasmid

l
3

L Transtormation of
E. coli

32

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék



SZKF VAKCINA ~,

Transtormation of
E. coli

@@"~Fomgngeﬂe
Az SZKF burokfehérje gen Kklo- Bacterial @

chromosome
nozésa E. coli -ba: —<0
Kifejezddik, de intracellularis, és
zarvanytestet képez -

_ o -""'"'__”‘protein
— Sejtfeltaras e
— Szolubilizalas (feloldas) e i

inclusion body

— Folding (,hajtogatéas”)

utan johet csak a szokasos tisz-
titas, feldolgozas v

VP#1 protein from recombinant bacteria
: t i ¢t
BME Alkalmazott Biotechr or use in vaccine production
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