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

4.3. FEHERJEK ELOALLITASA GENMANI- Az inzulin bioszintézise
PULALT MIKROORGANIZMUSOKKAL

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

A biotechnoldgiai ipar termékei: szerkezete.
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1. Inzulin AZ INZULIN ELOALLITASA

avegvaszati celra torténd hamin inzeln éves termelése eleri a L fonndn Az irzulint a 1. Kémiai szintezis amanSaVakbol —nem gaZdasagos

Tasal - [pancreas) Langerhans—szigetsd termelis. Antagonista sacja a glik . akst 2. Kivonas sertés hasnyé|m|r|gyb6| és atalakitds human inzu-
hocmon saviits biztosit] roulkerszing meateleld szabal isit Ar inzalint elészée 1022 Iinné

b izclaltk kura parcreashel. Az amircsareckvencis meghatirazizit 1955 ben Sacger

wigezte el 3. Fermentéacié génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Nélkilozhetetlen a cukorbetegek szamara.
Diabetes: cukor anyagcsere zavar, mege-
melkedik a vércukorszint.

Inzulin: kett6s peptidlanc, per os nem ad-
haté, mert lebomlana - injekcio, vagy in-
halalas

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

pro-inzulin fermentéciéja E. coli-val, majd atalakitasa
— Pre-pro-inzulin fermentécioja E. coli-val, hasitasok
— Pro-inzulin fermentacio S. cerevisiae-vel, atalakitas
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Inzulin szerkezete Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas

A klasszikus eljaras. Vagohidakon dsszegy(ijtott hasnyalmirigy-

Két aminosavlancbdl all (21 + 30 = b6l extrahéljak az sertés inzulint.
aminosav), ezeket két diszulfid hid 14"“ - . — nincs elég bel6le
koti 0ssze s egy stabilizalja. =N R — az egy aminosav kiilonbség hosszu tavon allergiat okozhat
il _ l_'l_'l_,, = Ezért inkabb atalakitjak, lecserélik a lancvégi alanint.
A human, marha és sertés inzulin o 'E-'“L':T A tripszin szintén a hasnyalmirigybd6l nyerhetd peptidaz, ami a
kozott csak néhany aminosav a T ST bazikus aminosavak (Arg, Lys) melletti peptidkotést bontja -
kulénbség: = lecsipi a lancvégi alanint.
Fe——— Egyensulyi folyamat, visszafelé is megy, a lizinre rakothet egy
5 i 5 aminosavat.

SMatha | | Tl Ha nagy foloslegben treonint adunk a rendszerbe, akkor az ala-

Certés Tiu TLen: nin fokozatosan lecserélédik treoninra.

Ember Thr | Ileu BT:” A mellékreakciok visszaszoritasa érdekében Thr-észtert adnak.
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Kivonas hasnyalmirigybdl - atalakitas Inzilin fermentacios elésllitasa

toi
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Az egész lanc el6allitasa génmanipulacié szempontjabél nem

e, A treonin észter hidro- nehezebb, mert a teljes inzulin gén (pre-pro-inzulin) befér egy E.
"@L-__,hlﬁ _ . - lizisével alakul ki a hu- coli plazmidba, de a utana a lanc hasitasa bonyolultabb (két en-
e _~,r_r\1 M SN man inzulin: zimes |épés):
e
™y ool - “_M. voen 1. Hasitas harom helyen Arg mellett (tripszin, sertés pancre-
— = rw ashol)

2. A B és C lanc kozotti két Arg lecsipése (karboxipeptidaz B,
exopeptidaz, szintén sertés pancreashal)
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Inzulin fermentécids el6allitasa A pre-pro-inzulin enzimes hasitasai

.
Prokariotakkal is megoldhato, mert: £3 G shain

GO ‘@@@@@@@C@@%@(@ %

Viszonylag rovid lancok, nincs glikozilezés, metilezés, de:
két lanc, harom diszulfid hid — nehéz j6l 6sszeparositani
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@
_5"’3(4 TITTO eé“}@w%@)u@@@%mm |

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

— és az egészet egyben is.
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Kettds fermentacio Inzulin feldolgozas

1. Gélkromatografia (kis molekulak elvalasztasa)

2. loncsere kromatogréfia,

A két lancot két kilon plazmidba
vitték be. Két E. coli torzs, két
kilon fermentacio, aztan 6ssze-

3. Kristalyositas: Zn ionnal. -
Igy stabil, tarolhaté.

kapcsolas.
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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 — fennalld profilaxis/megel6zés — jovébeli
betegség esetén betegség ellen

" e“ 13
R ey e n e B Alkdanacetl Bioteebasleeis 2 Bleloste oriudomany T 2k

REKOMBINANS FEHERJE VAKCINAK

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

2. Génmanipuléaciéval bevinni egy j6l kezelheté gazdaszer-
vezetbe, expresszalni.

3. Fermentaciéval el6allitani a fehérjét.

4. Feldolgozas: extracellularis « intracellularis esetben
- kiméletes sejtelvalasztas
- tisztitasi Iépések
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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.
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HEPATITIS B VAKCINA

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

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

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

A virus egységek a majsejtekben szintetizalodnak, a majsejtek
szétesésével a vérbe keriilnek. A fehérjék a betegek vérébdl
kimutathatok, sét izolalhatok — ez volt az els6 vakcina. -
korlatozott mennyiség és veszélyes (virusatvitel: HBV, HIV is!)
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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

Virus szaporitas allati sejtek tenyésztésével

6. Rekombinans fehérjék el6allitasa allati sejtek tenyészté-
sével
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HEPATITIS B VAKCINA

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

¢ —core (,mag”)
+aDNS ésa
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.
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HEPATITIS B VAKCINA

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

Feldolgozas:

Sejtek lecentrifugalasa

Sejtfeltaras

Tisztitasi lépések

Diszulfid hidak kialakitasa kémiai reakciéval
Kiszerelési lépések
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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

A termék vizsgélata:

— Azonositas: immunanalitika

— DNS tartalom: max 10 pikogram/| !!!

— Hatékonysag: allatokban

— Pirogének: nyulful (max. 0,5 fok 4 6ra mulva, LAL teszt)
— Mikrobidlis tisztasag

— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon
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HEPATITIS B VAKCINA

Az éleszt6be bevitt ingazo vektor (kettds plazmid) szerkezete:

Kétféle marker gén: ADH-T Terminator
- ampicillin rezisztencia Fogais E Stacy
- 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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SZKF VAKCINA
veH
B A D ] pratein
SZKF = sz4j- és koromfajas virus,
kérédzékre patogén Viral RMA
ol

RNS virus (reverz transzkriptaz)

Alegység (subunit) vakcina

Az elsé rec vakcina az allategész- ;::,in,
ségugyben.
Foot-and-mouth

diseasa virus
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SZKF VAKCINA

Az SZKF burokfehérje gén klénozéasa E. coli plazmidba:
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Az SZKF burokfehérje gén Klo- e R e \
nozasa E. coli -ba: N
Kifejez6dik, de intracellularis, és / N\

zarvanytestet képez -

— Sejtfeltaras m?é. by
— Szolubilizalas (feloldas) )
— Folding (,hajtogatas”) /

utén jéhet csak a szokasos tisz-

titas, feldolgozas

VA proten from somingm baotetz
EbdE Alkdarpceu Biolebas far usn i sacsing preduion
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