\BamHI

Forras: promega.com
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5’
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5

Ndel CATATG. . .3 Ndel
|\ J...GTATALC, . .5 hasitéhely

PCR » A primerek végére restrikciés enzim hasito
helyeket tervezunk.
» Ezek ,fogantyukeént” fognak szolgalni

\ Ndel a vektorba val6 beillesztéshez.
S— » A felnyitott vektoron a primerek végeivel
komplementer ,fogantyuk” lesznek meg-
DNA Purification talalhatoak, ha ugyanazzal a két restrikcios
\J enzimmel hasitottunk ki bel6le egy DNS darabot.
Digestion with Flexi® Miért két enz’:'mmel hasitunk?
lethal gene
DNA Purification
v Ndel 1
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> A biokémiai anyagcsere utak bonyolult reakciohalézatokat alkotnak.
» Célszeri a biotechnoloégiai termékeket az anyagcsere jellege szerint
megkulonboztetni. =
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4. GENMANIPULALT MIKRO-
ORGANIZMUSOK

A biotechnolodgiai ipar termekei:

— Elsodleges anyagcseretermékek
Amelyek bioszintézise kozvetlenul kapcsolodik a sejt
energiatermeléesehez, vagy novekedesehez

— Masodlagos anyagcseretermékek
Amelyek bioszintézise nem kapcsolddik a sejt energia-
termeléséhez, vagy novekedéeséhez, csak kedvezdbtlen
korulmények (pl. tapanyaghiany) hatasara indul be. A
termék molekulanak nincs kozvetlen haszna.

- ,ldegen” (rekombinans) fehérjék, amelyeket a sejt

eredeti genomja nem tartalmaz, mashonnan beuvitt
~ gén(ek) termékei.

Bl lo

i
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4.1. Els6dleges anyagcseretermekek: pl.: triptofan

Kbzvetleniil kapcsolodnak a sejt nbvekedésehez vaqgy energiatermelésehez.
Az elsodleges anyagcsere termekre maganak a mikrobanak is szliksege van,
csak nem .ipari” mennyiségben.

Bioszintézis: szénhidratokbdl sok lepéssel. A japanok oldottak meg

Corynebacterium es Brevibacterium torzsekkel. glitk oz
Anyagcsere-mérnoki eritréz 4-foszfat + foszfoenolpirviat (PEP)
szelekcid ipari mennyiség S T »l E +----- % __________

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

| |

I I

| I

pny | ! |

Auxotrofiak: | | |
|

Phe-, Tyr, i korizminsav :

I

Rezisztencia: | KT T |

5-Me-Trp' i prefénsav antranilsav :

X X l =

- . I

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

- 25 5 |

o 45 L BME Alkdl I P [ ]




Masodlagos anyagcsere termekek

» Termel6désuk nem kapcsolodik kozvetlenul a sejt energiatermelésehez
vagy novekedeséhez,

» csak kedvezotlen korulmények hatasara indul be.

O-\“C;;O laktat-dehidro enéz O-\C;’CO
» Nem a termék a fontos a sejt szamara, | . |
/ \ H(f—OH
» hanem a képzddesehez vezet6 reakcio CHs NADH CHz
piruvat laktat

» Ezek réven 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
mennyisegben a mitokondrium elektron transzport lancanak atadni az

~ elektronokat, igy ezek ebben a formaban ,tarolodnak’.
-, A

A bk
R A IEE I R A
APPRARFPPRARP PPy .'.ﬁ.m.'.' ‘M|PPPEFRAFPFPAFP
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4.2. Masodlagos anyagcsere-termekek:

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 fejl6désuket.

Alkalmazasuk:

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

Rakellenes antibiotikumok: citosztatikus hatasuak, a kemoterapia
eszkozei

Allatgyogyaszat
Allattenyésztésben: takarmany-adalékként

http://itextbookofbacteriology.net/resantimicrobial.htmi

nnnnnnnnnnnnnn
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1889 - antibiozis <> szimbiodzis (Viullemin)

http://textbookofbacteriology.net/resantimicrobial.html

Egy kis tortenelem

Fermentacio: szerves (tap)anyagok enzimekkel vagy

mikrobakkal tortéeno atalakitasa.

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

Hata, eleinte karos hatas a kozponti idegrendszerre)

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

1929 - penicillin eszlelése, Fleming

1944 - a penicillin ipari gyartasa (hadi anyag)

1944 - 1960 uj antibiotikumok felfedezésének korszaka

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

generikus termékke valtak, verseny a piacon.

Gyogyszer/par/ Szabadalom: 20 vagy 25 év egy hatéanyagra.
Originalis vs. generikus készitmenyek. g
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Antibiotikumok

Miért kevés az uj antibiotikus molekula?

Az elmult 80 evben 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-
radékot tisztan kémiai szintézissel (olcsobb).

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

- rezisztencia

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

Vannak multirezisztens torzsek is (pl. M. tuberculosis, S. aureus)
9

A A,
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Példa: penicillin (csoport) ~ @ @

Jobbra: aminosavak altalanos szerkezete. H H -

Forras: Tim Vickers, Yassine Mrabet, Wikipedia. o | ,ﬁD @ | v
HEN—C—C& HBN—G CE
Lent: 6-aminopenicillansav altalanos szerkezete. I|:I OH I|q O

Szerkezet: alapvaz: 6-amino-penicillansav , ]
Az aminosavak egymassal

két aminosavbol tevddik ossze, cisztein + valin 6sszekapcsolédva (peptid kétés)

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

E n kuldonboznek . o
bbe | KUIO bo © 6-amino-penicillansav, 6-APA
egymastol a peni-
cillin molekulak.
L _H
Cys = ciszteln E. 3
Val = valin
CH=z
Ez 2 aminosav a
20 fehérjealkotd kozul.
Jeats COOH
p_—D & 10
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A penicillin tulajdonsagai

BOMLEKONY! Savak, lugok és enzimek hatasara tdbbféle re-
akcioban is gyorsan bomlik — a gyomorsavtol is meg kell védeni.

Az R oldallanc lecsereléseével tudtak savtiuro penicillint letrehozni.
Bélben oldodd kapszulakba csomagoltak, ami megvedi a
gyomorsavtol.

Mennyiseget nem sulyra merik, hanem az antibiotikus hatasat:

1 bioldgiai egyseg: 50 ml-nyi standard osszetetell tapoldatban éppen
meggatolja egy adott Staphylococcus aureus torzs szaporodasat.

11U = 0,6 ug G-penicillin Na sénak 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 tobbit.

Savra érzékeny vegyulet, a gyomorsav elbontja, ezéert szajon at nem
szedhetd, csak injekcidban adtak.

Megj.: a ,graf’ csucsai szén atomokat H

jeldinek. N

A szénen lehet ~ S

hidrogén ugy,

hogy a szén

mindig 4 O // N

vegyertekd kell, Fenilecetsav csoport O

hogy legyen.

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

szubmerz tenyeszet,
1946 32 tonna

1952 Magyarorszag

1980 kb. 30.000 tonn bac

2000 ~ 100.000 tonn

BEELE|r
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Fleming's original plate
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A penicillin gyartas fejlesztése

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

Torzsmunka (biologia): Technologia (meérnoki):
— torzsizolalas — Feluleti/szubmerz
— indukalt mutacio — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcio — Tapoldatoptimalas
— tdrzsfenntartas (cukorlimit, C/N, Fe ion)

— LevegoOztetés, reaktor
— Szabalyozasok (pH, t)

Ezek optimalizalasi feladatok...

14

st xie BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

i
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
’ ’




Torzsnemesites

Célok:
— hozamnoveles,
— fermentacios illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatekonysag novelés
— az eredeti pigmenttermelés megszuntetése

Eszkozok:

— a célzott génmanipulacié igen bonyolult (sok gén vesz
reszt a folyamatban), a titernovekedés tulnyomo részét a
regi (65 ev — tobb ezer lépés) mutacios—szelekcios
torzsjavitassal erték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb).

— 1 ppb = 1*10"°.

15
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J1l-al

i)
BI-5
i)
DI-20
i)
DI-53
i)
MI-T3
DEE
MI-23
Woreth Lab.
Wt Clhe ster

E-5

E-T

E-11
1635

165354

152 59

E-f

E-&

E-9

E-10

s E12

E-13
HI3

E-14

Hx
E-15

E-15-1

Hx

Hix

Hx

M=

H=

H=

H

Hx

M=

Hx

Eli L i1k i diatapolis

4k abnamott mo demerels: 5= sxelelicia,

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

:I -
5 5 51-616 51-825
53-31% 51-20 5 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 53044
(A S-P-TE w B2 -1
| 54-012

W-11a4

| .
C-59.314 (F-6) > A 4 oszlop 4 kutatohely

| mutacios torzsfaja.

4E-184 » Minden szamsor egy-egy
2 5E|119 mutaciés-szelekcios lépés.
| > A szamsorok mellett az indukalt
GE-360 (D-2) mutacié mdédszere szerepel.
24163 |
7E- 408
I
SE-10 (P-117
I
AE-10 (P-14]
Pan labs Seattle T Wisconsn hladison

Mr=ulraibobra ke lic,
HM =nirogérarmstir

I = rintgenben1ZaTTas



A gyartas lepéseil:
1. Torzsfenntartas: laboratoriumban, kis méretekben rendszeres
atoltassal és szelekcioval. Oka: a sikeres termelés utan ujra
Jfriss” penész kulturabdl kell kiindulni (amit még nem ,sanyargattak
meqg”)
2. Inokulum lépcso(k): a tenyésztes fokozatos meéretnovelését
jelenti.

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

4. Feldolgozas, kulcslepése:

extrakcio: vizzel nem elegyeds szerves oldoszerrel kioldjak a vizes
fermentlébdl

R REEREEAIC C E HAEER
APPRARFPARP PPy .'.W.ﬂ.c.'.' M(PPPEFAEPPA
oy BF o
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Fermentacio

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza van:

Els6 szakasz (kb. 40 h): a sejtek elszaporitasa, j6 tapanyag-
ellatas intenziv leveglOztetes, keverés, elsddleges anyagcsere.

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

Tapanyagforrasok az els6 szakaszban:

— szénforrasok: néhany konnyen bonthaté cukor (glikoz,
melasz), ami a szaporitas végére elfogy

— nitrogeén: ebben a szakaszban meg lehet NH, sok forma-
jaban, de az a jo, ha a végére elfogy

— foszfor: foszfatként annyit kell bemérni a tapoldatba, hogy

eppen elfogyjon a szaporodas vegere (DNS szintézishez,
energia tarolasahoz (ATP) hasznalja fel a sejt).
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Fermentacio

Masodik szakasz, termel0 fazis: 120-160 h, tobbszoros tapanyag limit,

kikenyszeritett masodlagos anyagcsere. . ,
Erzékelje azt, hogy keveés a

Tapanyagellatas a masodik szakaszban: lapanyag...

— szénforras: limitacioé (régen: nehezen bonthato vegyuletek: laktoz,
kemeényitd, ma: glukdéz adagolas aprankent, az oldott oxigen szint
alapjan)

— nitrogén: szerves vegyuletek, feherje formajaban: kukoricalekvar,

szOjadara, mogyoroliszt, esetleg kazein, halliszt — kis
koncentracio, apranként adagolva

— foszfat: jelenlétében nem megy a masodlagos anyagcse-re, ezert
elfogyasa utan nem adagolnak tobbet

— prekurzor: fenil-ecetsav, merések alapjan adagoljak, kon-
centraciojat a 2-4 g/l savban tartjak.

19
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A penicillin fermentacio lefutasa

Folyamatosan meérnek bizonyos anyagcsere paramétereket.
Innen Iatjak, hol tart a fermentacio és hogy be kell-e avatkozniuk,
120-160 6ra (5-7 nap).

Penicillin titre

™~ Dissolved oxygen

Sugar feed rate

-
bl

o Ammonia N

—
—— )

-
-
e -
*m - s -
- - - - - LA T ] - .-
el T L LT Y L Tarrmamy - e s mems e,

\

Time

| 2. szakasz: penicillin termelés. Allandésitjak a tapanyag és O,
1. szakasz: sejtszaporodas. hianyos allapotot.
Nagy mennyiségl nitrogén és oxigén fogyasztas (aerob anyagcsere).

-

NECNREERZELE[r
APPRARPERPPEF | .
APPARPIARSIP|: JEES.T

A
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Prekurzor

Olyan kémiai szintézissel eloallitott vegyulet, amit ,készen”
adunk a mikroorganizmusnak, eés az beépiti a termek molekula-
ba. igy a tenyészetnek nem kell e molekularészt felépiteni —
anyagot €s energiat takaritunk meg a mikrobanak.

Optimalis tartomanya van: 2-4 g/l.

O
L H S -
CH,—C—N w G penicillin
' Y
O
O

| _
CH,—— C—0OH 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 lehetdség. _ L
Fejlesztés hajtoereje pl.:

A fermentalt alapvegyuletek: * Szik hatas spektrum.
 Bomlékonysag.

Natural penicillins . ajjergen hatasok.
 Rezisztencia kialakulasa.

O
E Cc S~ Penicillin G
j (Gram-positive cocci)
| Q// Ez csak a Gram-pozitiv kokkuszokra
hatékony és savra is érzékeny.
O
I H s Doniilio v
O""'CHQ"" C—N _ j eniciiin
| (acid resistant)
V
O
A A, , 22
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Félszintetikus penicillinek

) N S\l Ampicillin
I p (broad spectrum,
bl o acid resistant)
O
e LN S\I Carbenicillin
I | (broad spectrum)
COONa O//
NH, O

HO e N S\l Amoxicillin
H (broad spectrum)




A penicillin hatasmechanizmusa: szerkezet-

analogian alapul

D-Ala-D-Ala penicillin
H = Me A Irreverzibilisen
H\-.C/ T [ e "c;'{ 4 i kapcsolodik egy sejtfal
S P "~ """ térhalositd enzim
| , | kotOhelyehez
ENZIM N ‘ N
v/ N Nz N — a sejtfal-szintézis
O / H O / H o 1edll J
\ H g eI led
Pl "~ : .
Pl N — a sejt nem tud noni,
A NS osztodni, elpusztul
/ \ - /o -
¥ H H
o S =
e 24
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A szekunder metabolit gyartas osszefoglalasa

Torzsfejlesztés:

a géenmanipulacio majdnem lehetetlen, mert a bioszintézis
nagyon sok Iépésbdl all, és sokféle szabalyozas érvényesul.

A klasszikus mutacios — szelekcios modszert ismetelgetik évti-
zedeken keresztul. Lassan eléri a hatarait.

Technologia:

Kétszakaszos fermentacio, elébb sejtszaporitas, azutan termeék-
képzes

Piaci helyzet:

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