Vegyes kulturak, mikrobialis

kolcsonhatasok




Struktura nélkiili modellek

(Monod-n tul)




B hatasa | A hatasa PELDA leirasa elnevezése
A-ra B-re
-
0 0 Sterptococcus joghurt Nincs kolesonhatas NEUTRALIZMUS
Lactobacillus
- - Kizaras s> Mg Negativ hatas a KOMPETICIO
crossover tapanyagok elvételével
_ ATTET ZLIGA 1 2 ATRGONIZMUS
okozott kolesonos negativ
hatas
_ 0 Antibiotikum termelés Toxin/inhibitor termelésével AMENZALIZMUS
(inhibicié,antibiézis) okozott negativ hatas
Thiobacillus thiooxidans S-bél kénsavat oxidal, ami
csokkenti a viz pH-jat és igy egy sor mas nikrobat
tavoltart. Oxigéntermelés algak altal halalgs lehet obligat
anaerobokra
- + Negativ hatas lizist okozo agens ECCRINOLIZIS
termelésével, pozitiv hatas a
biomassza szolubilizalasaval
+ 0 kénbaktérium(aerob) Stimulalé anyag termelése(+) KOMMENZALIZMUS
HS +«———>50,2% Inhibitor eltavoliitasa(+)
Desulfovibrio(anaerob) Kommenzalizmus egy egyoldalu viszony,
anikor az egyik populacié ugy modositja
S.cer. \m’teus vulgaris az él6helyet, hogy az a masiknak kedvezo.
+ (niacin)
+ + l. KOMMENZALIZMUS PROTOKOOPERACIO
A és B egyidejii jelenléte nem kell
+ + ALGACO,— 0, +CH . KOMMENZALIZMUS MUTUALIZMUS

Baktérium CH+O,>CO,

A és B egyidejii jelenléte kell




B hatasa | A hatasa | példa leirasa elnevezése
A-ra B-re

_ Baktérium protozoa B A-val taplalkozik PREDACIO

+ Baktérium mikrofag A parazita behatol a gazda (A) PARAZITIZMUS
testébe és annak bioanyagaival endo- ekto-
taplalkozik

+ + Alga + protozoa A és B fizikai kontaktusban egyiitt SZIMBIOZIS
(ESETLEG Kéroédzé + bacik novekednek
0)




kevert tenyeszetek

Vito Volterra - zart rendszerben €16 két speciesz versengésének modellje
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Vegyes kulturak, mikrobialis kolcsonhatasok

_— lehetseges X, X,

Y1(Se-S;) A{pérok




Ha a MONOD-modell érvényes
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szelekcio kemosztatban: fertozes
revertansok

direkt, iranyitott szelekcio



Vegyes kulturak, mikrobialis kolcsonhatasok

Zsakmany (préda) - ragadozo kolcsonhatasok (predacio)

A természetben a predacio a taplaléklancban,

a szen/energiaforras transzferben jelentos.

természetes Okoldgiai rendszerek fenntartasa,

a gyorsan novekedo specieszek altal a taplalék forrasok kimeritésének

A természetes és a mesterseges oko-rendszerekre jellemzo, hogy allandosult
allapot ritkan alakul ki, ehelyett inkabb visszatéro ciklusossag (oszcillacio)



VOLTERRA - LOTKA modell

N, — zsakmany: elsorendi kinetika N, - ragadozo predator

prey

novekedése fiigg az
,Utkozések” szamatol és
hatasossagatol

Fajlagos halalozasi sebesseg (12)
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Adott C-nél

Trajektoriak a fazissikon lagy oszcillacio



Idobeli valtozasok lagy oszcillacio



y,(T)

" y,(0)
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mivel a periddus hataron y,(T)=y,(0), azaz mivel In1=0
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N2 miért pusztul, n1 no exp végtelenbe...
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Egy realisabb modell: MONOD , kemosztat
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Genetikailag manipulalt mikroorganizmusok (GMO)idegen-fehérje
termelésének egyik esete a nagyszamu, idegen gént hordozo6 plazmid

s T g t——

~ lassabban novekednek mint a plazmidot nem tartalmazo6 sejtek, illetve a

S

= plazmidtartalmu sejtek esetén.

plazmid mentes plazmidot
tartalmazé

ATP sziikséglet | 97*101% mol/sejt 63*10-16 mol/sejt

1
o 10,3*1013 db sejt/mol | 6,1*10*3 db sejt/mol

29 g/mol
26 g/mol

Erthetd ezért a plazmidvesztés nullanal nagyobb valosziniisége,
Illetve, hogy egy vegyes populacidoban - amelyben tehat plazmidos és
plazmidmentes sejtek egyiitt fordulnak eld —

a plazmid mentes sejtek tulnovik a plazmidtartalmu sejteket.

“tevekenyseg”, e sejtek nagysulyu “hatizsakot” cipelnek magukkal, ezért

tapanyagokra (a limitalé szubsztratra) vonatkozo hozamok is kisebbek a

Plazmid tartalmi mikrobak tenyésztése és kinetikaja BZ'(%EEIG*;CT
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- = 2. Strukturalis mid instabilitas
e — -

3. Gazdasejt mutaciok

4. Novekedesi sebességek kiilonbozoség -




| ﬂ Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztése és kinetikaja

1.Szegregacios instabilitas
LCN (low copy number), < 20 kopia/sejt
specialis mechanizmus biztositja a plazmidoknak a replikacio utani

egyenletes megoszlasat a leanysejtekben. (par locus [partition] "
a plazmidon)

LIRS

HCN (high copy number), > 20 képia/sejt
plazmidok megoszlasa az anya és leanysejtek kozott véletlenszeri
binomialis eloszlast kovet:




ritkén - <

rendszerint - <

Anyasejtek leanysejtek



| ﬂ Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztése és kinetikaja

40 plazmid egységet tartalmazo sejt.

Annak a valsége, hogy osztdédaskor plazmidmentes sejt jon 1étre,
p= 2 (1:40) = 1l 8* 11012,

B 40 plazmidnyi DNS fele dimer, étode pedig tetramer
M+D+T =40
D = %(40) = 20 monomer pl. -ekvivalens azaz 10 dimer
T = 1/5(40) = 8 monomer pl. -ekvivalens azaz 2 tetramer -
M = 40-20-8=12 ténylegesen monomer plazmid
egyiitt replikalodo egységek szama 12+10+2=24.
P=2 (1-24) =1 2*10-7,

Sejtek felében 10 kopia, masik felében 70 (az atlag 40!)

P=0.5*P(0),,+0.5*P(0), =0.5*2 (-10) +0,5*2 (1-70) =9 8*10-4+8.5*10%? ~ 9.8*10%. '

—

Az alacsonyabb kopiaszamu sejtek hatarozzak meg a
plazmidszegregacio gyakorisagat!




| %ﬂ Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztése és kinetikaja

2. Strukturalis plazmid instabilitas.

Sejten beliili rekombinécid: plazmidon kodolt markerek, peldaul az —
~ | antibiotikum rezisztencia génje integralodik a gazdasejt kromoszomalis DNS-

¢be, ugyanakkor plazmidon torténé mutacio miatt a fehérjetermelés képessege
megsziinhet. ===pA marker megvan, azt hissziik, hogy — pl. antibiotikum
adagolassal - a szelekci0s nyomas fenntartasaval csak a plazmidhordozok

fognak szaporodni, pedig mivel a fehérjét nem termeld sejtek megszabadultak &
a metabolikus “hatizsaktol”, nagyobb fajlagos novekedesi sebességiik miatt

¢ppen az ilyen rekombindnsok fognak felhalmozodni a tenyészetben.

A sejten beliili rekombinacio, €s a plazmid mutacio egyiitt de kiilon-kiilon 1s
az 1degen fehérjét nem termelOk feldusuldsahoz vezethet.




| %ﬂ Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztése és kinetikaja

3. Gazdasejt mutaciok - fehérjetermelés képességének a megsziinése.
| Ha példaul a feherjeszintézis a Lac promoterhez kotott, €s a Lac promoter
... muticiot szenved gy, hogy a sejt nem rendelkezik ezutan laktéz permedzzal,
- akkor a sejt nem lesz képes az induktor laktoz felvételére €s nem lesz képes a
feherjetermelés beinditasara.

——

4. Tulnovés: a gyorsabban szaporodo, idegen fehérjét nem termel6 sejteknek a
fajlagos novekedési sebességek Kiilonbozoségébal eredo tulnovése.

(Ez az el6z6 haromnak is mindig kovetkezménye.)




' ﬂ Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztese és kinetikaja

Plazmidstabilitas befolyasolasa

Molekularis biologiai modszerekkel.

*plazmid kopiaszam (50 felett altalaban stabil, E.colinal a legjobb eredmények 25- =

250 nagysagu kopiaszam esetén ).

*promoter erdsségének fokozasa ( a fehérjetermelés nagysagat meghatarozo masik

tényezo)
Leggyakrabban az IPTG-vel (izo-propil-B-D-tiogalaktozid) indukalhato
Lac promotert, illetve a homérséklet emeléssel (30-rol 42 °C-ra)
indukalhato ApL promotert alkalmazzak.

Es...
*szelekcios nyomas fenntartasa: antibiotikum adagolas a plazmidtartalmu sejtek
szaporodasanak fenntartasara
Nem alkalmazhat6 nagy 1éptékben: antibiotikum rezisztencia = antibiotikum
lebontasa ( allanddan kellene adagolni a draga antibiotikumot).
* tObblépcsos kemosztat és kétfazisu szakaszos fermentacios technika.
eldbbi: kiiliib6z6 V->kiilonboz6 D->kiilonb6z6 p
utobbi: ApL promoter esetén a E.coli-t 30 °C-on tenyésztjiik (esetleg
antibiotikum jelenlétében) az exponencialis fazis végéig, a hanyatlo
fazis kozepéig, majd megemeljiik a homérsékletet 42 °C-ra. EKkor a
szaporodas gyakorlatilag leall (lelassul) és a fehérjetermelés elind.




o —

"’;_% oszc’)—ﬁ{érc’)l 1étfontossagu gén plazmldra —  csak a plazmidosok életképesek.

*Kisebb plazmidok stabilabbak, egyiittreplikalodok szamanak csokkentése

*runaway replikacids plazmidok: 1/sejt —novekedés —indukcid a plazmldrephkacmra_.

akar 800db/sejt —indukcio a feherjetermelésre.




s | 3. 10-121 LABORFERMENTOR
— 4. 300-30001 KISERL. UZEM
5 50,000-100,0001 TERMELO UZEM

minimalis kovetelmény 5*5= 25 generacio! stabilitasa




Annak a valoszinlisége, hogy a plazmidhordozo sejtekbdl ( X+)
plazmidmentes jon létre: p.

e N, db sejtbél N,(1-p) plazmidos és N (p) plazmidmentes sejt sziiletik.

p

~ Az plazmidos sejtek szama a konszekutiv generaciok soran:

l.generaci6 N, + Ny (1-p) = 2N,-N,p =N,(2-p)
anya leany
2.generacio N (2-p) + N,(2-p)(1-p) = N,(2-p)?

3.generacio N, (2-p)? + N,(2-p)?(1-p) = N,(2-p)?

n.generacio = N,(2-p)"
——

De: a plazmidmentesek is szaporodnak (sdt), bonyolult rekurziv formula!




| Plazmidtartalmu mikrobak tenyesztése ¢s kinetikaja

—— " ———
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! 0 1. Megoldhato, l-lél.u ésp allandé

(1. Versengo specieszek esetet!!!)



dX”~

dt

e V' +ay + B(t) =0 y=Ce™ AN

a+B
Elsérendi linearis difeg ha B(t) _ Aeat

altalanos megoldasa

X = (1_pgl);l—>i(+’_ﬂ_ {exp [(1— p),u+t]— exp(y‘t)}+ X;)exp(y‘t)

T m———
Ez a j6!!!



- pu X,

A

X = — {exp[(l—p)y*t]—exp(y‘t)}+X;)exp(y‘t/

exp[(l— p)pﬁt]

exp[(l— p);ﬁt] + - p';;l: e {exp[(l— p)p*t] - exp(u‘t)} + i—gexp(u‘t)




tenyésztés soran keletkezett generaciok szama n=p*t/In2
plazmidhordozo6 sejtek metabolikus megterhelését mérd jelzdszam

o=p/p*

a generdciok szamadnak,
a plazmidvesztés valosziniiségének,
a metabolikus megterhelésnek
a fliggvényében mutatja a plazmidhordozo6 sejthanyad alakulasat a
tenyesztési 1d0 (generaciok) valtozasaban.




R -
— Plazmidhordozok hanyada a generaciok szamanak fliggveényében

f —

l-o—p 33 gen. alatt eltinnek a + sejtek!

1— o —p(27"te )



2 \

33 gen. alatt eltiinnek a + sejtek! |




L laZziiliulal taliiu iR vuvadanl Uil ycyZictdl ©S Alliclinaja

Plazmidos sejtek hanyadanak valtozasa az o fliggvényében



KEMOSZTAT

DX (X
dt
d;i =-DX +pu" X" +u X"

dX _dX*  dX*

E_ " +T_(M+X++M_X_)_D(X++X_) A p-s tag Kiesett!

Allando6sult allapotban

(X +ax)=D(X* +X)



Ha o=1 nincs metabolikus megterhelés  (csalas a +sejtek javara)

—

+ + 5 11
Xt = Xoexp(— th)’ Csokken !!!
X" = X5 + X§ (1—exp(— pDt) ) gumaNOH
A megfigyelés kezdete
~ Haa#l s o o Szimultan differencidl egyenletek szamitogeppel

p—-— Megoldhatok.



Gomba novekedes



BIOREAKT-MSc
‘ﬁ ;l:" Gombanovekedés kinetikdja (Streptomycetak hasonléan!)
=1=)]

= Szubmerz fonalas novekedés - mint baktériumok, Monod kinetika.. ...
Felileti kétdimenzids ndvekedeés
Pellet novekedés

Felilet: kétdimenzids novekedés

penészes novenyi részek

Telepsugar novekedési sebessege gyakran allando



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Verschimmeltes_Brot_2008-12-07.JPG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Verschimmeltes_Brot_2008-12-07.JPG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blue_Stilton_Quarter_Front.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blue_Stilton_Quarter_Front.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Four_3-day_old_Aspergillus_colonies_on_a_Petri_dish.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Four_3-day_old_Aspergillus_colonies_on_a_Petri_dish.png
http://www.epa.gov/mold/moldcourse/images/big_pic5.jpg
http://www.epa.gov/mold/moldcourse/images/big_pic5.jpg

R baktérium

T

R fonalas gomba
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BIOREAKT-MSc

Telep stlirlisege

Telep magassaga

2k

Kl



BIOREAKT-MSc

integraljuk X _ (}Lt + X%)IZ )2 ahol 3\ = k(ﬂ:hp )1/2

A telep tomege négyzetesen nd az iddben, mig a sugar linearisan

A pellet tomege kobosen né az idoben. Kisérletesen igazolt A.nidulans-ra. De. ..



BIOREAKT-MSc

Kritikus sugar  oxigeéntranszfer kritikussa valik.
Penicillium chrysogenum 0,1 mm,
A. Nidulans 2,5 mm Phanerochete chrysogenum

1,85 mm

autolizis

0,4 mm

Pellet Pen|C|II|um chrysogenum



