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» A Ceva olyan allategészségugyi cég, ami maga
fejleszti, gyartja és forgalmazza termekeit.

» A Ceva a menedzsment tobbségi tulajdonaban
van.

» 43 orszagban van jelen sajat céggel, | 10
orszagban ad el.

» A Cevanak tobb, mint 3000 alkalmazottja van
vilagszerte.

» Innovation, Entrepreneurial Spirit, Solidarity

“Together, we are building a new reference to
create value beyond animal health™



Ceva a top dllatgyogydszati cégek kozott
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Ceva biologiai gyartas/fejlesztés

Global Biology network
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CEVA-PHYLAXIA

» Budapest, EU
» Eurdpai GMP gyartas

A CEVA-PHYLAXIA vakcinak forgalom novekedése
(2000-es eladdas = 100%)
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Kotelezo vedooltasok Magyarorszagon

0-6 hét BCG T - gumdkér (tuberculosis), BCG
R : Bacillus Calmette-
2 honap DTPa + Hib + 1PV Guérin/tuberculosis elleni oltéanyag
3 hénap DTPa + Hib + IPV D -torokgyik (diphtheria),
4 hénap DTPa + Hib + P - szamarkohogés (pertussis),
IPV+Pneumococcus T - merevgorcs (tetanus),
6 hénap Pneumococcus
IPV  (inaktivalt polio virus) -
15 hénap MMR 1. gyermekbénulas (poliomyelitis
anterior acuta),
18 hénap | DTPa + Hib + IPV M - kanyaro (morbilli),
6 év DTPa + IPV R - ré6zsahiml (rubeola),
11 év DT M - mumpsz (parotitis epidemica),
11 év MMR revakcinacié Hib - b tipusu Haemophilus
. — ) influenzae
14 év Hepatitis B I; Il hepatitis B

WHO ajanlasa szerint az élovirus tartalmu Sabin vakcina (OPV) alkalmazasat 2010-ig minden orszagban fel kell valtani az inaktivalt
poliovirus tartalmu vakcinaval (IPV), ugyanis a teljes polioeradikacié mindennem( poliovirus médosulat cirkulacidjanak
megszuntetése utan/utjan érhetd el.



Mikor oltanak?

» Ember:

jarvanyt es sulyos lefolyasu megbetegedést okozo virusok
gyors lefolyasu bakterialis betegsegek (toxinok)

nehezen diagnosztizalhato, kezelheto betegsegek

specialis veszelynek kitett szemelyek

» Allat:

a fentiek de:

gazdasagi es szabalyozasbeli kérdeés: antibiotikum vs. oltas

es zoonotikus betegsegek (pl. Salmonella enteritidis
csirkeneél, Coxiella burnettii, Chlamydia, Brucella
kerodzoknel)



Péelda zoonozisra Published online 3 March 2010 | Nature | doi:10.1038/news.2010.102

ublshied onlinie 2 March 2010
Q -fe ver Tough lessons from Dutch Q fever
outbreak

Aantal grmelde Q koorts p mwt bekonde le ricktedag naar wevk van begin symptosen,
peciode 01012007 v/em 23122009,
2007; Nel94, 2008: N=73, 2009; N=2180

256 4 Mass cull of goats questioned as researchers race to find strain
g behind human cases.

[0 GO
0 GGD Zusd Lindnug
| BGGD Hetunt 2md Oos

}.u.an.nw&-u-

Naomi Lubick

The chief veterinary officer
of the Netherlands has
defended the country's
decision to cull thousands
of goats in an effort to

; ; control an unprecedented
g BBMUDENIMNeGueD jerunnE TR NNeeaz ] T tnunenusnnuaneno  outbreak of Q fever,

Abstract e e o
Recently, the number of human Q fever cases in the Netherlands increased
dramatically. In response to this increase, dairy goats and dairy sheep were vaccinated
against Coxiella burnetii. All pregnant dairy goats and dairy sheep in herds positive for
Q fever were culled. We identified the effect of vaccination on bacterial shedding by
small ruminants. On the day of culling, samples of uterine fluid, vaginal mucus, and milk
were obtained from 957 pregnant animals in |3 herds. Prevalence and bacterial load
were reduced in vaccinated animals compared with unvaccinated animals. These
effects were most pronounced in animals during their first pregnancy. Results indicate
that vaccination may reduce bacterial load in the environment and human exposure to
C. burnetii.

Emerg Infect Dis. 201 | March; 17(3): 379-386

http://ec.europa.eu/food/committees/regulatory/scfcah/animal_health/presentations/1201 10_qgfever_netherlands_ministry_agri_nature_foodquality.pdf



Kotelezo vedoboltasok Magyarorszagon

baktérium

virus

Mycobacterium tuberculosis

T - gumokér (tuberculosis), BCG
Bacillus Calmette-Guérin/tuberculosis
elleni oltéanyag

Corynebacterium diphtheriae

D -torokgyik (diphtheria),

Bordetella pertussis

P - szamarkohogés (pertussis),

Clostridium tetani

T - merevgorcs (tetanus),

polio virus (Enterovirus)

IPV  (inaktivalt
gyermekbénulas
anterior acuta),

polio  virus) -
(poliomyelitis

Morbilli virus (Paramyxovirus)

M - kanyaré (morbilli),

Morbilli virus (Paramyxovirus)

R - r6zsahimlo (rubeola),

Mumps virus

M - mumpsz (parotitis epidemica),

Haemophilus influenzae

Hib - b tipusi Haemophilus influenzae

haepatitis B virus (Orthohepadnavirus

)

hepatitis B 12




Virus antigének

influenza virus

Neuraminidase
H Protein

Kulso funkcionalis fehérjék kotodeés,
porusképzés)

Matrix
Protein

Szerkezeti fehérjék Membran

Orokitd anyag
Protein
M2 lipidburok
Haemaglutinin RNA-Segment
H Protein
. Nukleokapsid

htto://www.causus.be/afbeeldineen/Imase/virus| afbeeldins.ips



Bakterialis antigéenek

e

extracellularis polimer - EPS lipopoliszacharidok
\ LPS kulso membran fehérjék

peptidoglycan

sejtfal plasmamembran

csillok

. extracellularis
vesicules ,
toxinok

http:/iwww.tpsd-org/ths/sciences/b2eukprohitm 14
http://invsee.asu.edu/ImageGallery/Schematic/LifeSciences/gram-wall.html
Microbiology and Molecular Biology Reviews (2003), 67. 4. p. 593-656.



Immunrendszer

Cells of the Immune System
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Immunrendszer
______________________________________________________ Oltcanyag

7 N

Innate (Veleszuletett) immune system Adaptive immune system
Innate immunity D R Adaptive immunity

{rapid response) = == (show response)

Tou \ Lymphocytak
@ «——  ELISPOT
Q]

, Antitestek

@@ !,f' ELISA

Myeloid sejtek
NK (natural killer) cells

Complement
_________________ Nature Reviews |Cancer -

> ‘o



A veleszliletett és az adaptivimmun rendszer

Emlos immun rendszer

Innate (Velesziiletett)

Adaptive / acquired
(Adaptiv/Szerzett)

Funkcio

A védelem els6 vonala
patogén érzékelés (PRR)
patogén eltavolitasa - (kevéssé)
Ag feldolgozasa és prezentalasa

az adaptivimmunvalasz alakitasa

A védelem masodik vonala
patogén felismerés

patogén eltavolitasa - (fé funkcio)
Ag eltavolitasa (a velesziiletett

rendszer segitségével))

visszahat a velesziiletett
rendszerre

evolucios hattér
Ag specifitas
elozetes
aktivalas
reakcio

memaoria

Osi, konzervativ
kevéssé specifikus

nem sziikséges

azonnali

nincs

fiatalabb
nagyon specifikus
sziikséges

késleltetett
van




Oltoanyag
» Biztonsag (Safety): nem okoz-e problemat
toxicitas, mellekhatasok
nem megfeleld inaktivaltsag /reverzio virulens torzzse
regisztracios célu klinikai vizsgalat + rutin mérés sarzsonként
» Hatékonysag (Efficacy): mennyire véd adott betegség ellen:
allatoknal: oltas, rafertozeés: pl a 70%-os védettség gyakran elfogadhato

Lényeges kulonbség: allatoknal a hatékonysagot direkt modon, rafertozéssel

(challenge vizsgalat) kell vizsgalni, mig embernél csak kozvetett modon lehet

Aktivitas = Hatoanyag felszabaditasi teszt (Potency): olyan, minden sarzson

elvegzett meres, mely megfelelesbe hozhato a hatékonysaggal
pl. laborallat oltas + ELISA

» Stabilitas (Stability): garantalja, hogy X ido6 elteltével is megfelelo a Biztonsagossag,

Hatékonysag és Hatasossag
18



Oltoanyagok

» Klasszikus holt anyag
Elolt sejt/virus
Inaktivalt toxin
Transzgenikusan eloallitott anyag (subunit/konjugalt oltoanyagok)
Szintetikusan eldallitott anyag (cukorszarmazék vagy peptid)
»  EIS (attenudlt):
sokszor passzalt virusok/baktériumok
genetikailag deletalt virulencia faktorok
» Immunkomplex:

CEVA-Phylaxia Transmune: Ab védi a maternalis ellenanyagtol és akadalyozza
a gyors kolonizaciot

»  ElS vektoros: él6 hordozo6 szaporodik a szervezetben és antigént termel
virus vektor (pl. Ceva Vectormune csalad pulyka herpeszvirus vektorral)
bakterialis/protozoalis vektor (Salmonella, Bordetella etc.)



Kotelezé vedboltasok Magyarorszagon

T - gumékoér (tuberculosis), BCG
Bacillus Calmette-Guérin/tuberculosis
elleni oltéanyag

Attenualt élo marha eredetii baktérium

D -torokgyik (diphtheria), toxoid

P - szamarkohogés (pertussis), toxoid

T - merevgorcs (tetanus), :
toxoid

IPV  (inaktivalt
gyermekbénulas
anterior acuta),

polio  virus) -

(poliomyelitis

3 féle inaktivalt virus

M - kanyaré (morbilli),

El6, attenualt virus

R - rézsahimlé (rubeola),

El6, attenualt virus

M - mumpsz (parotitis epidemica),

El6, attenualt virus

Pneumococcus

13 féle
konjugalva

poliszaccharid fehérjéhez

Hib - b tipusu Haemophilus influenzae

Poliszaccharid, tetanus alegységhez
konjugalva

hepatitis B

Elesztoben termelt virus burokfehérje




Védboltasok Magyarorszagon




Omics vs. high throughput

» Omics: azonositani a alapegységeket és a hozzajuk tartozo funkciokat
Genomics: megismerni a teljes genomot és ennek funkcioit

Proteomics: megismerni egy €lo szervezetben fellelheto fehérjéket és
azok funkcioit

Metabolomics: a sejtek metabolikus folyamatainak leirasa
MEGERTENI

» HT: (statisztikai alapon) kivalasztani a legjobbat és azt hasznalni:

Automatizalt rendszerekben végzett nagyszamu vizsgalat
KIVALASZTANI

22



Genomics

» Human genome project: 3,4 milliard bp
Cél: megismerni az emberi genomot (haploid referencia genom)
Elindulas: 1990, I5 évre és 3 milliard dollarra becstlve

Elso teljes genom javaslat: 2000, vegso (?) verzio 2003 (kb. 8%
heterokromatin allomany nélkul)

Mindenki szamara elérheto

Jelen cél: single-nukleotid polimorfizmus > az egyeni kulonbségek
felmérese

Gén annotacio (genome annotation) > meghatarozni a funkcionalis
szekvenciakat. Eredetileg ,,manualisan” ment, ma mar adatbazisokon
alapulo statisztikai softwarekkel (HT!)

» HapMap project: a kozos genom genetikai valtozatait probaja leirni
2002-2009

2 nem rokon DNS szekvenciaja 99.5%-ban kozos
30 nigériai, 30 europai eredetl amerikai, 44 japan, 45 kinai

http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-population-genetics/haploview/haploview



Genomics [H -
» lllumina HiSeq 2500 ‘
_

Futtatasiméd  High Output Rapid Run* High Output Rapid Run*
Szekvenalt bp

(2 x 100 bp) c00 Gb 120.Gb 90 6b 2o
Futtatasi ido ~11 days ~27 hours ~8.5 days

(2 % 100 bp) Y . Y ~27 hours
Maximum 2 x 100 bp 2 x 150 bp 2 x 100 bp 2 x 150 bp

Read Length**

6 EMBERI GENOM | NAP
2 ALATT!!


http://www.illumina.com/systems/hiseq_systems/hiseq_2500_1500.ilmn
http://www.illumina.com/systems/hiseq_systems/hiseq_2500_1500.ilmn
http://www.illumina.com/systems/hiseq_systems/hiseq_2500_1500.ilmn
http://www.illumina.com/systems/hiseq_systems/hiseq_2500_1500.ilmn

Informacio robbanas a biologiaban

» Genome analizis:
Shotgun sequencing > a genom teljes szekvenciaja
Genome annotation: a funkcionalis elemek megtalalasa és megértése
Kodold régiok
Kontrol elemek

Szekvencia motivumok és megfelelések megtalalasaldentification of sequence
motifs and and sequence alignment

A proteome elkészitése (becslése)
A fehérje szerkezetek modellezése (becslése)
A molekularis kolcsonhatasok becslése
Mutacio analizis
Osszehasonlité genomika

Evolucios biologia: filogenetika

25



Informacio robbanas a biologiaban

» Geénexpresszio mérese (mMRNS)
arrays
EST: expressed sequence tag: cDNA sequencing

SAGE: serial analysis of gene expression

MPSS: massive parallel signiture sequencing (microbead based) RNA-Seq
=WTSS: whole transcriptome shotgun sequencing

Expresszio optimalizalas
Shock fehérje monitorozas > folyamat optimalizalas és kontroll
» Secretomics = e

’ R 4 ’ o 7 o 7/ ’ 3 I 4 4 ;“... y. .m”i‘"--_ - .:'
Feherjek szekreciojanak becslese a szignal szekvenciak S fEe g e L
analizisének alapjan b VAT R
2D ELFO + kép analizis + MS R e i

» Metabolomics il 5 A
GC-, HPLC-, CE-MS; NMR

Mérni lehessen egy szervezet metabolikus valaszat genetikai vagy
kulso tényezok valtozasanak a hatasara

http://www.sanger.ac.uk/research/projects/complextraits/
BMC Cancer 2010, 10:70



Modellezés

» Metabolikus modellek

A genome, proteome és matabolome dinamikus matematikai leirasa

Nyitott adatbazisok és szamitasi programok

Magas szintl matematizaltsagot igényel:
Extreme pathways
Elementary mode analysis
Minimal metabolic behaviors
Flux balance analysis
Felhasznalas:
Jelatviteli rendszerek
Metabolikus zavar analizisek

Expresszio optimalizalas stb.



Modellezes




HT rendszerek - upstream

» Mikrobioreaktor
Klonszelekcid
Tapoldat optimalizacio
Paraméter optimalizacio

pH sensing
matenial

Kisleptékl termelés

Sterile membrane

00 sersing
matenal

el

ypes 45
B Tast -“';“ Output Scale

A r_: *,; [#+] Auto Scaling

Table or Graph
View Selectors

: Temperature \
Thermal Sensor

cenductor

Process Value

Optical pH sensor

Setpoint
(Dashed line)

=123 Process
Value Axis

Control
Output Axis

Process Value
Legends

Instrument
Output

e i SO g e ~4—J ‘.ﬂ

o's 0% 10 12 14 s 1's 2o 2% 2
dTL

Time (hewes)

uue 04

TimeScaling

Dilute CO9 )
to lower pH

Heater

Dilute NH3 \‘
Optical DO sensor

to raise pH

Oy / Air to raise DO

Thermal
conductor

http://www.pall.com/main/Biopharmaceuticals/Product.page?id=5296 |



HT rendszerek - upstream

» Fehérje expresszios vizsgalat: mikrobiorektorok + robot +...

CE
Protein-chip: His-taggel kifejezve, + IMAC + |lézeres molekulatomeg
meghatarozas:
ProteinChip Array
TR IS SIS < | -
.. Control
] N |
i) 8 3 |
crr |°°°
Laser & | ————t—— UE - :.:oT;u '
Molecular Weight g= 2 & 0l = L = | Sl:
AN ctar |37C

Sample

tiplicaton (urits)

ysetts

ProteinChip Array Spot

aty on

PLLVTU heti 24 000 klont képes tesztelni §

mikrobioreaktor + CE rendszerrel s ¢
30 PELEH/05-C.SH/CS/02.2006 ] I I




HT rendszerek - downstream

» HT kromatografias optimalizalo

rendszerek

} 31 www.pall.com

Select array chemistry

Optimize adsorp
CM ProteinChip amray

Optimize elution from
CM ProteinChip Array.
Elution compieted

between 100 & 300 mM
NaCl at pH 5.0

Analysis of elution
fractions on

tionon

o

‘ Binding

RP

CMm

IMAC

>

| pH 5.0
T e B2 we
’, pHE.0
10000 15000 20000 25000 30000
‘ Elution
50 mM NaCl
100 mM NaCl!
L ] 300 mM NaCi
10000 15000 20000 25000 20000

)0 M Nl
e 500 mM Nall

-
1.0
Transfar to CM -type
packed bed column 03
a-f T T
0 25 100

T
150 ™l

128
N s
[ 77
| | Wash
| F | 200 mM
(. | | 800 mM NaC

10000 15000 20000 25000 30000




HT rendszerek - downstream

» HT kromatografias optimalizalo rendszerek

(akar fehérje kristalyositasra is van célrobot)
— ——
R =

v

4 |.Tecan Freedom EVO® 150 with
_ LIHA8/RoMa
| 2.24 fejes ultrahangos dezintegrator
3. robotkar
4.8 csatornas folyadékkezeld
- 5. Kromatografias rendszer:
. | 6.Vacuum szeparalas
freedom evo ) : > &'J 7.Termosztalt razé
; | J  8.Hitott tarolok
_ 9.H(itdegység

50-200 pl

M. [l

Tecan Technical Reference 30052325
http://www.atoll-bio.com/index.php?id=65




Monovalens oltoanyag: 4 év a regisztracioig

2008, Half 1| 2006, Half 2| 2007, Half 1| 2007, Half 2| 2008, Half 1] 2008, Half 2| 2008, Half 1| 2009, Half 2 2010, Half 1| 2010, Half 2| 2011, Half 1] 2011, Half 2| 2012, Half 1| 2012, Half 2[ 2013,

B625-Hyogen J5 (WM hyo)

8625-Pr§>iect Managiemem

B625-Proof of concep

: B625-Pr§ocess & anélytics
BG?S-Poﬁency Develbt (anl modell & Dako sein

158 wks

, 130%
148 wks :

BG?!@-Registmtio%n ﬁb 50 wks%
I.  technolodgia fejlesztés, validalas kis Iéptékben

2. analitika fejlesztés, validalas

3.  formulazas kidolgozasa

4. méretnovelés: pilot oltoanyagok elkészitése

5. klinikai vizsgalatok

6.  stabilitas vizsgalat

7. regisztraciod

33



Bioinformacios szakadék

High Throughput Methods (nagy
hatékonysagu modszerek):
Statisztikai osszefuggések

Bioanalitikai modszerek:
Részletes ok-okozati osszefliggések

\

Informacio

Tényleg hatalmas
probléma?

Termék/Folyamat Fejlesztés

/ \

Folyamat kozbeni ellenorzés

o

B

iologiai termelés

34



1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

Az allatok halalahoz vezeto tudoléziokat okoz

Eredetileg csak Magyarorszagon regisztralt termék, biztonsagi (safety) és hatékonysagi
problémakkal

7-900 liter éves eladas

Dontés: a regisztracio megujitasaval parhuzamos technoldgia javitas és nemzetkozi piacra
torténd bevezetés

Probléma: a technoldgia javitas ideje alatt a biologiai informacios bomba telibe talalta az
Actinobacillust

b\

it e BT R




1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

2 biovars, |5 szerotipus, 2 altipus

Serotype lab, 5ab, 9,11 2,4,6,7,8,
12,15

VIRULENC HIGH MODERATE LOW
E
Morbidity severe strong moderate

lung lesions lung lesions lung lesions
Mortality high low (low epidemiological

importance)

Secreted Apx | +Apx 1l Apx Il +ApxIll Apx 11l
toxin or Apx Il

Szeroptipus: szervezetek, mikroorganizmusok, sejtek olyan csoportja, amik a
szerologiai teszttel a kozos specifikus antigenjeik alapjan elkulonithetéek

36



1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

» Szerotipusok elofordulasa

country eléforduld szerotipusok dominans szerotipusok
Argentina 1,2,3,5,12 |
Australia 1,2,3,7,12 |
Belgium 23,678,911l 3
Brazil 1,3,4,5,7,9 5,3
Canada 1,2,3,56,7,8,10, 12 57,1 T .
Chile s L5 mazli faktor:
Croatia 2,7,8,9 2,9 a Ceva vakcinaban | és 2
Czech R. 1,2,7 2 ,
Denmark  1,2,3,5,6,7,8,10, 11, 12 2 szerotipus volt
France 2,3,7,89 9
Germany 2,3,4,56,7,9,10 92,7
Hungary 1,2,3,56,7,9,10, 11,12 3,2,7
Italy 1,2,3,4,57 5
Ireland 3 3
Japan 1,2,3,56,7,8,9,12 1,2
Korea 2,3,57 52
Mexico 1,2,3,4,56,7,8,9 1,8
Netherlands 1,2,3,5,7,8,9, | | 2,9, 11
Norway 2 2
Poland 1,2,59 1,9
Spain 1,2,3,4,56,7,8,9,10, 12 4,7,2
Sweden 2,3,4 2
Switzerland 2,3,7,9 2
Taiwan 1,2,3,5 1,5
UK 1,2,3,56,7,8,10 2,3,8
37 USA 1,3,5,7,8,9 1,5
Venezuela 1,2,3,4,6,7 |



1.Példa — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

» A védelmet nyujto faktorokrol eleve elég sok informacio volt elérheto:

Antigén

Hatékonysag

Vakcina variaciok

Apx L, 11, I

100 %, de nem akadalyozza
meg a kolonizaciot

detoxifikalt; nem
aktivalodo; alegység

Capsular polysaccharide

70 %, szerotipus specifikus

Lipopolysaccharide

30 %, részben szerotipus
specifikus

Kiils6 membranfehérjék

részleges

Elolt bakterin, bakterialis
ghost, attenualt/burok
nélkiili él6 baktérium,
oldatba vitt CS/LPS/OMP

+ adjuvans

aluminium-hidroxid, olaj
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1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

» Van reészleges keresztvédelem a szerotipusok kozott

» A burok poliszaccharidok kémiai szerkezete és szintézis mechanizmusa jol

ismert, pl.a |5 serotipuse:
B-D-Galp3)-(1—4) O
l 1
—3)-B-D-GalpNAc-(1—3)-u-D-GlepNAc-(1—-0-P-O—
OH

—3)-0-D-Glep-(1-=2)-f-D-Galf-(1—6)-0-D-Galp-(1—6)-3-D-Glcp-(1-3)3-D-Galf~(1—

» A 4 szekretalt toxin szekvencidja, szerkezete«és funkcidja ismert volt:

Activation Structural toxin Type 1 secretion

w

¢ | c ST B /e

@

Q Transcription Q

Amphiphatic Hydrophobic Glycine rich ABC
helnx domains repeats cassette
.g ~ = c L
pre-toxin : i = )

active toxin 2

Acylation Pore  Pore Membrane Export Energy Export
stabilityformation recognition signal for export  channel

39



(ngar memtans

1.Példa — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

» Es akkor a bioldgiai informaciés atombomba eltalalta a célt: elérhetévé valt
az Actinobacillus teljes szekvenciaja, transzkriptomja, metabolikus halozatai
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NUMBER OF GENES

1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

Elérhetoveé valt tovabba:
» LC-MS/MS-alapjan a kulsé membran fehérje készlet in silico becslése

» Az osszes virulencia faktor genom alapjan torténo azonositasa es funkcionalis
elemzése

» Az izolatumok filogenetikai analizise

» Az A.p. természetes fertozés kozbeni transzkripcios profilja RNS chip alapjan

tpe 13136 e S SE

o H65) sereds SK

TBP E

|
O
(4]
o
o
@

FUNCTIONAL CLASS

41  Proteomics 2007, 7:1854  BMC Genomics 2009, 10:88
Vet. Res. 2010 41:65 BMC Genomics 2010, 1 1:98



1.Példa — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

Mikozben a hagyomanyos fejlesztés lassan a vegehez kozeledett:

» Bakterin és toxin ELISA-k, toxin-specifikus citotoxicitasi tesztek kerultek
kifejlesztésre

» Torzs szelekcio és a vakcinaban torténd aranyuk megvaltoztatasa tortént:
produktivitas, minoség és hatékonysag alapjan

Torzs | 54 55 56 57
oD + ++ - ++
Produktivitas(sejt) + + - +
Ballaszt fehérjek I 3 4
Szlrhet6ség + - ~ -
Endotoxin R&D I 2 5 3

ipari 3 4 2 I
Apx Il 4 2 3 I
Apx I 3 I 2 3

42



1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

» Torzs kivalasztas a bakterin specifikus immunvalasz alapjan, ELISA-val mérve

35

30

5 B APP2 ELISA

20 | T T

10 I I ' I |

5

O I I I I I I . I L
1 2 3 4 A 5 6 ) 8 9

5 55 54 56
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1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

6000

5000

4000

3000

2000

1000 >

Final Apx concentration [U]

0 5 10 15 20

Calcium concentration [mM]

¢ final Apx Il production = final Apx lll production

Az Apx termelésre hato faktorok kivalasztasa, optimalizalasa:

» Levegbztetés
» Kalcium koncentracio
» Szeénforras
» Foszfat tartalom
Ami a kovetkezoket eredményezte:
»  Apx ll: 2-rol 590 EU/ml-re nott
»  Apx lll: 51-rél 5480 EU/ml-re nott
» Stabil titerek, stabil antigének
» Szabalyozott endotoxin szint
44

A Coglapix biztonsagos, hatékony vakcina lett.

[Apx] [U]

9.00 180
8.00 !/\\ 160
/7 \
__ 6.00 120 —
) /] \ %
= 5.00 / / \ 100 x
3 4.00 80 =
= 3.00 / 60 =
2.00 /‘ —~—— 40
1.00 20
0.00 T T T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time [h] —o—Apx Il —m—Apx I
1200 6000
1000 /.//. 5000
800 4000 _
/ =
o
600 3000 X
/ =
400 //:// 2000
200 1000
om 4_/-'/ . . 0
0 1 2 3 4 5
Time [h] —o—Apx Il —m—Apx Il




1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

Apx | titer [EU/ml]

» Meéretnovelés: [.5 > 50 > 1000 liter — A keverés volt a kulcs a stabil Apx
termeléshez: a keverési Reynolds szam befolyasolja az elérheté Apx koncentraciot
P/V
6.E406
* 1E+06 -
B.E+03
54.E+06
E G.E+05 ——1.5 liter
> 1.5 liter ‘E
& 26406 4405 —-50 liter
-850 liter '
~+—-1000 liter
0.E+00
Q.E+00
0 250 500 750 1000 1250 1500
agitation [rpm] 0 250 500 750 1000 1250 1500
agitation [rpm]
P/V Re
1500 * 2 1500 e
- ¢ 5 B
1000 * S 1000 e
- =
500 < 500 e
0 ]
U,EEPSDU 4.0E+05 8.0E+05 1.2E+06 1.6E+06 0.E+D0 LE+0S 2.E+05 3.E+05 4 E+05 5.E+05

Reynolds number

PV



1.Pelda — Actinobacillus pleuropneumoniae vakcina

Szerologiai eredmeények

200

/ 180

/ = 160

Eredmények: rq g | 0 120

. , . s ;oL / I 100 %
» kiegyenlitett antigén tartalmu, biztonsagos, ' | i 80
hatékony oltdanyag = ‘] r S 60
» Az éves eladas 700 literrd| 35 000 literre nétt [ : -2 S
2012-re = 0

. ’ 14 144 . . H
» ~ avilag 2. legnepszeribb Actinobacillus n = ~ ‘;Ql
. . /&) N~
pleuropneumoniae vakcinaja Q% < o & <
© n U)-g Cal_ 2— <
X = 20 x 4 o
o © ET o g <
58 27 < <
s} Z o 0t
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2. Példa - Mannheimia haemolytica

»Mannheimiozis

A Mannheimia haemolytica altal okozott tudogyulladas a kérodzok

elhullasanak egyik gazdasagilag is igen jelentos oka.
Az elhullasok 30%-ahoz jarul hozza
Gazdasagi kar becsiilt értéke | Mrd USD csak Eszak-Amerikaban.
»Hatasmechanizmus

A Mannheimia altal szekretalt leukotoxin a leukocitak [32 integrin
receptorahoz kotve porusokat hoz létre a membranon, ezaltal elpusztitva

azokat és segitve a baktériumok megtelepedéseét.

P A Ceva klasszikus statisztikai alapu optimalizalast végzett

Microbes and Infection, (2000) 2. 1079-1088



2. Példa - Mannheimia haemolytica — tapoldat
osszetetel optimalizalas

elokisérletek

A kritikus faktorok kivalasztasa

2M7-4 kisérleti terv |
lepteknoveles
27M7-4 kisérleti terv 2

Méretnoveles 277-4 alapjan Mikrobioreaktoros
optimalizalas

Faktorialis tervl

Meretnovelés faktorialis terv| alapjan

Faktorialis terv2
Pepton koncentracio meghatarozasa

Meretnovelés faktorialis terv2 alapjan

Szabd Zsofia el6adasa alapjan 48
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2. Példa - Mannheimia haemolytica - el6kisérletek

4
A Lkt képzodes alapvetoen novekedeshez kapcsolt %; i
T és pH hatasa q,-re: 37°C és pH 7,3 n yoll
Redukalo cukor altali limitacio vagy inhibicio batch ¥ —ou
és fed-batch fermentaciokban. Koncentracio optimalt. oo |
Fermentacio leallt adott OD-nal, de sem cukor sem ” -
tapoldat komponensek adasa nem tudta novelni

Metabolitok inhibicios hatasa vizsgalt: korlatozott.

Inokulum novekedési fazisa hatott a fajlagos termekképzeési
sebességre.

Termelési passzazsok modellezése TSB-n és alternativ | tapoldaton.

Alternativ tapoldatok tesztje: eredmények alapjan Plackett-Burman
(277-4) screening razatott lombikban, de az eredmények nem
igazolodtak fermentoros tesztekben.

Maximum titer: 3,5 EU/mL (~ 50 fermentoros kisérlet eredménye)

Szabo Zsofia elbéadasa alapjan




2. Példa - Mannheimia haemolytica

Leukotoxin dézis-vilasz nytlban

w
3

» Allat szerologia vizsgalatok labor és célallatban,

14 . 14 300 .
monovalens és polivalens oltoanyagokkal 5 55 |
.o V4 4 14 . 7 4 rﬁ N
megtorténtek, j0 dozis-valaszt eredmenyezve. 5 20 1
— 150 -
» A challenge (direkt rafertozés célallaton) 2 10
vizsgalatok 50 EU/ml kibocsatasi potency értéket N | |
igazoltak vissza. Ez biztosan |5 EU/mL ’ ? . [;‘:le ” ¥
formulacioval érheto el. 3,5 EU/ml titer nem volt
tarthato.
» Tapoldat tovabbi optimalasa szukseges
. 180
0508T/K vakcina 8 hetes baranyok 160
Kontroll Oltott =1:§
Tiido érintettség £ 100
]
(feliilet) 186%  0,6% 2
Tiid6 karosodas 2 zg {
sulyossaga 125 23 20
0
Szabd Zsofia el6adasa alapjan ° ° lfih [EU,’mi]E 0 50 #




2. Példa - Mannheimia haemolytica

» 274 tipusu kisérleti terv mikro 24-ben, duplikalva, 7 ml-ben

mL Standardized Pareto Chart for LKt
PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB5 PB7 PB8

Aminosav 1 0 1 0 1 0 1 0 1 Aminosav 2 | | —
Aminosav 2 0 1 1 0 0 1 1 6| | | =-
S6 1 0 0 0 0 1 1 1 1
S6 2 0 5 5 0 0 0 . 0 Szerves komplex |

0

, Aminosay 2 _
S63 1 0 1 0 0 1 0 1 ,
Szerves komplex 1 1 0 0 0 0 1 1 S‘_) 3 . -
Vitamin komplex o 1 1 0 1 0 o0 1 Vitamin komplex | [ ]
10 x alap L T D I O 562 I | | | |
dH20 375 37 37 325 37 30 325 22 0 1 z 3 4 5

Stand ardized effect

® |5 literes fermentorra meéretnovelve az értékek abszolut ertéekben nem
egyeztek, de 259 EU/m| max titert sikerult elérni, és mind Al és A2 torzs
esetében 200 EU/mI folott tartani.

® Probléma: 60 L-re novelve a titer jelentdsen csokkent.
(2,58;7,83;9,17 EU/mL) — osszefligg-e az inokulum arannyal?

Szabd Zsofia el6adasa alapjan 51



2. Példa - Mannheimia haemolytica

® Probléma: 60 L-re novelve a titer jelentdsen csokkent.
(2,58;7,83;9,17 EU/mL) — osszefligg-e az inokulum arannyal?

A termelt leukotoxin mennyisége
az inokulumarany fiiggvényében
- A1 szerotipus
350
. y = 1845.2x + 47.004
300 R?=0.5185
)
E 250 * 3 o Lkt
o %
w 200 / 3 ¢ Lkt atlag
T 8 —— Linearis (Lkt)
é 100 / . —— Linearis (Lkt atlag)
50 T+ y = 1981,8x + 39,496
0 T T T T T RZ = 0198
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
inokulumarany: TSB+Glii / TSBv06

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

52



2. Példa - Mannheimia haemolytica

Faktorialis tervl
« A kevert tipusu faktorialis tervvel kivalasztott harom kritikus faktor optimalis
érteket tobbszintl faktorialis kisérleti terv alapjan készult modellel hataroztuk
meg.

C:NH4CI
Apepton 2

AA

AC

BC

B:élesztd kivonat
AB

BB

190
170
150

£ 130
110

%

70

Standardized Pareto Chart for Ikt

|

1

15 2

25

0 05
Standardized effect
Main Effects Plot for Ikt
-0,30103 1,25527 0,30103 0,90309 1,215 2,43

pepton 2

élesztd kivonat

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

NH4CI

 m—
-

300
2
200

&

05 08 43

Esnmnm%m?n sSurfacc

faktorok 1. 2. L L L,
p— 3 (09) 3 (I09) egyéb 6sszetevik mért értékek
, = 6 CaCl2, MgCl2, NaCl,
Tapoldat | Pepton 2 Eil\?srf;ct’ NH4CI gliikoz, ciztein-HCI OD  |Lkt (ELISA),
1 alacsony | alacsony | alacsony konstans 55 27,5
2 alacsony | alacsony | magas konstans 6 25
3 alacsony | kdzepes | alacsony konstans 8,9 45,8
4 alacsony | kozepes | magas konstans 8,8 79,8
5 alacsony [ magas | alacsony konstans 16,9 196,4
6 alacsony | magas magas konstans 9,8 91,2
7 kdzepes | alacsony | alacsony konstans 8,5 56,9
8 kdzepes | alacsony | magas konstans 9 58,5
9 kozepes | kozepes | alacsony konstans 15,1 122,6
10 kdzepes | kbzepes | magas konstans 10,5 43,9
11 kozepes | magas | alacsony konstans 19,3 296,8
12 koézepes | magas magas konstans 18,8 184,5
13 magas | alacsony | alacsony konstans 7,3 64,1
14 magas | alacsony | magas konstans 15,5 135,5
15 magas | kozepes | alacsony konstans 21,2 148,1
16 magas | kozepes | magas konstans 20,6 145,3
17 magas magas | alacsony konstans 21,9 182,6
18 magas magas magas konstans 21,6 190,8
2ism | alacsony | alacsony | magas konstans 5,8 27,7
8ism | kdzepes | alacsony | magas konstans 9,3 57
14 ism magas | alacsony | magas konstans 15,3 143,2
médium 6| nincs kdzepes | magas konstans 8,6 58,3

53
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2. Példa - Mannheimia haemolytica

elokisérletek

27N7-4 kisérleti terv |

lepteknoveles

277-4 kisérleti terv 2
Méeretnoveles 217-4 alapjan

Faktorialis tervl

Meretnovelés faktorialis terv| alapjan

Faktorialis terv2

Pepton koncentracio meghatarozasa

Meretnovelés faktorialis terv2 alapjan

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

0,5>3,5 EU/mL
259 EU/mL
9,17 EU/mL

91,2 EU/mL

| 000-szeres
leukotoxin titer

296,8 EU/mL novekedeés

232 EU/mL

225/307 EU/mL
385,5 EU/mL
519,6 EU/mL
410/512 EU/mL

54



A Doehlert matrix

Figure 1: Three-level full factorial design for two factors (N = 9). Figure 3: Central composite design for two factors (N = 9).
Factors 1.5 ®
Experiment A B Experiment A B 1 l l
1 -1 -1 05 1 =1 =
2 =i 1 ai] 2 = 1 m 05
> = ¢ 5 ole ® o 3 1 —1 S
4 S = g 5 0@ & @
5 11 = 4 1 1 i
6 10 Cos 5 —a=-141 0 -
7 0 -1 6 +a =141 0 _j
8 o 1 7 0 —a=—141 T
- S -1 e e 8 0 tam Al s o5 0 o5 T s
—1 —0.5 0 0.5 1 9 etc. 0 0 ' ’ ' '
Factor A Factor A

| | |
Factors ﬁ 4‘\
Experiment A B 05
1 1 0 '
2 —1 0 o2
3 0.5 0.866 g 0 L
4 -05 0.866 &
5 0.5 -0.866 -05
6 —-05 -0.866 \ /
7 eic, 0 0 B
1 1 L
-1 -05 0 05 1
Factor A

http://www.chromatographyonline.com/lcgc/article/articleDetail.jsp?id=598399&pagel D= | &sk=&date=



A Doehlert matrix

» Hatekonyabb (kevesebb kiserleti beallitas szukseges).
Csak software kell hozza.

Comparison of efficiency of central composite design (CCD). Box—
Behnken design (BBD) and Dochlert design (DM)

Variables Number of Number of Efficiency (p/f)
(K) coethicients (p)  experiments (f)

cCcD DM BBD CCD DM BBD

2 6 9 7 - 0.67 086 -

3 10 15 13 13 0.67 077 0.77
4 15 25 21 25 0.60 071 0.60
5 21 43 31 41 049 0.68 0.601
o 28 77 43 61 0.36  0.65 0406
7 36 143 57 85 0.25 0.63 042
8 45 273 73 113 0.16 0.62 040

Talanta (2004) 63 1061-1067



EIG dllati virusvakcina elédllitdsa

Oltosejt eloallitas/ : e S
, S Sejtszaporitas Fertozes,
meretnoveles

virusszaporitas

upstream

Sejt asszocialt Litikus virus: Nem litikus virus: Sejtfeltaras:
virus: - - fagyasztas v. nyiréero
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Elolt allati virusvakcina eldallitasa

Oltosejt eloallitas/ : e S
, S Sejtszaporitas Fertozes,
meretnoveles

virusszaporitas

upstream

Litikus virus: Nem litikus virus: Sejtfeltaras:
= - fagyasztas v. nyiréero
o
g . 14 4
2 Inaktivalas
5
] Koncentralas
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N
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3.Peélda — Virus upstream technoldgia optimalizalasa

» Nem litikus emlOs virus a fejlesztés korai fazisaban
»  Kifejlesztett analitikai eszkozok:

Virus titralas, ELISA, RT-PCR, IFA, sejtszamlalas stb
»  Kiértékelt faktorok:

Virus torzs (geografiailag kuilonbozé izolatumok szekvencia analizisén és filogenetikus
kapcsolatokon alapul)

AF201307 S¥38




3.Peélda — Virus upstream technoldgia optimalizalasa

» Kiertékelt faktorok:

» Virus torzs (geografiailag kiilonbozo izolatumok szekvencia analizisén és
filogenetikus kapcsolatokon alapul)

» Termelo rendszer kivalasztasa:

4 . . .

Alegység/Virus Like Particle

Baculovirus rendszer Pichia pastoris rendszer
Szm m Szabadalom
Hatékonysag Hatékonysag Haté ag

60
< Seq = szekvencia m

il

nem miukodik




3.Peélda — Virus upstream technoldgia optimalizalasa

» Kiertékelt faktorok:

Virus torzs (geografiailag kiilonbozé izolatumok szekvencia analizisén és filogenetikus
kapcsolatokon alapul)

Termelo rendszer kivalasztasa: szoveten termelt inaktivalt virus

Sejtvonal kivalasztasa (szabadalommal nem védett, konnyen fenntarthato, jo titerrel

termeld sajat sejtvonal)
Termel6 eszkozok:

Oltdsejt eldallitas: roller bottle/cell factory/cell cube

| —
;.——-
 —

Cell factory

,-_~ g ' - e B
= - - ™
— = — \ A
o - -

Lehetoségek, Kivalasztott megoldas

Roller bottles




3.Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa
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Cell Cube
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3.Peélda — Virus upstream technoldgia optimalizalasa

» Nem litikus emlds virus a fejlesztés korai fazisaban
WSC

Oltdsejt eldallitas: roller bottle/cell factory/cell cube

Sejt leoltasa hordozora: fixed bed/microcarrier

iCellis Nano

Cytodex 3 microcarrier

Lehetoségek, Kivalasztott megoldas



3.Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa
Kiertékelt faktorok: ‘ e

*

Microcarier koncentracio (1-5 g/l)
Oltosejt koncentracio

Virus/sejt arany (MOI), fertozés és aratas ideje
Tapoldat fajtaja, kiegészito komponensei:
Alap tapoldat

Glukoéz koncentracio

Lipidek

Szérum koncentracid, tipus, gyarto
Glutamin tipus (Glutamax), koncentracio

O O O O O O

Habzasgatlo stb.

mikrobioreaktor

metabolit analizator



3.Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa

4h fertozés, +GlIn 4h fertozés; no GLN Oh fertézés; no GLN
Glc GIn Glu Lac NH, Titer Glc Lac NH, Titer Glc Lac NH, Titer
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/) (umol/l) (EU/mI) [(mmol/l) (mmol/l) (umol/l) (EU/mI) |(mmol/l) (mmol/l) (umol/l) (EU/mI)
18.87 0.44 0.77 140 18.87 0.77 140 18.87 0.77 140

1897 205 042 535 662 9 1479 5.85 184 25 18.24 7.76 182 50

11.27 139 0.25 10.1 904 533 9.66 1245 262 1355 | 9.48 12.72 243 1252
8.24 12.73 1194 1140 | 5.63 13.02 326 2305 | 7.64 16.2 334 2812
7.25 1.04 0.21 1399 1191 1174 4.4 12.87 346 2950 | 4.47 1298 349 2777
776 115 033 1794 1479 1048 | 6.11 19.23 488 2297 | 6.04 19.27 49 2095

v

4 14 4 000/6
Fo észrevetelek:
Szérum szint | %-ra viheto —
. ol i
Extra glutamin karos z g -
P\ ol
Koinfekcio nem zavarja a sejtek kotodesét | ¢ |\ ==~~~ == -~

Megfelelo DO szabalyzas javitja a titert

Keverés lényeges

0 1 2 | i

Time|day)

65
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3.Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa
— Kolmogorov modell

Példa egy bioreaktor gyarto

E
specifikiciokra vonatkozé

; o Titrant
kerdoivebol: Acid
Antifoam

” . . ’ Maximum VCD
A kevero keruleti sebessege, Final Viability (%)

térfogati energia bevitel mellett a YT

Kolmogorov modellel is lehet a PV (VI
|(everést méretnévelni. Process Sensitivity Limits Comments
dCOz (mmHg)
Interfacial/Foam
Tip speed
kolmogorov

4 )4 V4 Shear
Keverés szamolas - Kolmogorov: PV

v

|) A keverés hatasara a leben kis turbulens orvenyek keletkeznek.
» 2) Minél jobban keverjuk a levet annal kisebb lesz az orvények mérete.

» 3) Ha az orvények mérete kisebb, mint a hordozo gomb atmérojének a 2/3-a
akkor varhatoan az orvények le tudjak nyirni a sejteket a hordozo feliletérdl.

» 4) A Cytodex 3 atméradjének, a keverok atmérojének és a lé tulajdonsagainak
ismereteben ki lehet szamolni a keverok max megengedheto fordulatszamat.

Dr. Szitkai Zsolt el6adasa alapjan
Biotechnology and Bioengineering, (1988) 32, 1001-1014.



3.Peélda — Virus upstream technoldgia optimalizalasa
— Kolmogorov modell

|. A: orvény karakterisztikus mérete (=carrier atméré * 2/3)
2.P_:egységnyi tomegben disszipalt teljesitmény (energia aram )
P =v3/A* (Kolmogorov elméletbdl)  V:kinematikai viszkozitas = p/p
3. Keverd teljesitmény: P =pm * p * Di3 O: slrlség; Di: keverd elem atmérd
4. Az Euler szambdl (Np) szamithato a kevero fordulatszam (Ni):

Ni* =P/ (Np * p * Dp) Np=5 pitched blade keverére
Ez kisérleti adatokbol jon ki.

3.5
PIND p . . ’
(Euler-Reynolds osszefliggés adott
§ ~100 keverore)
o
L : :
E Rushton Turbine . <« e
E =
3 -3 Pitched Blade Turbine g ’
‘g’ wde Blade Hydrofoil ® ‘
a ~0.3 Narrow Hydrofoil
-1 ~100 ~10000

Reynolds Number (log scale)

Dr. Szitkai Zsolt el6adasa alapjan
http://www.thermopedia.com/content/549/



3.Peélda — Virus upstream technologia optimalizalasa

— Kolmogorov modell

Cytodex 3 bead diameter (D)
Kolmogorov scale limit (=2/3*D)

dynamic viscosity of broth
density of broth

kinematic viscosity of broth

pm

impeller diameter

stirrer power

Np (turbine impeller, turbulent)
Ni”3

Ni
Maximum mixer rpm

Reynold's number for mixing at
max rpm

175

micrometer
S

Dr. Szitkai Zsolt el6adasa alapjan

impeller

diameter max rpm Re mix
1 L glass reactor 0.04 68 1400
5L glass reactor 0.11 35 5410
50L BIOSTAT STB
SUB 0.143 29 7670
500L BIOSTAT STB
SUB 0.225 22 14000

The calculation estimates the maximum
allowable mixer rpm for the different PCV2 cell
culture fermentors. As mixer rpm is increased,
the size of the turbulent eddies decrease. If the

size of the turbulent eddies go under the 2/3-rd
of the carrier bead diameter then eddies
become capable of shearing off the cells from
the surface of the beads. Critical parameter for
the calculation is the diameter of the mixer.

in Sl units
1.75E-04 m
1.17E-04 m
1.30E-03 Pas
1010 kg/m3
1.29E-06 m2/s
0.01151 m2/s3
0.11 m
0.01547 W
5 ()
0.19024 s-3
0.57514 1/s
34.51 rpm
5.41E+03 (-)




3.Peélda — Virus downstream technologia optimalizalasa

» Nem litikus emlds virus a fejlesztés korai fazisaban
WSC

Oltosejt eldallitas: roller bottle/cell factory/cell cube

Sejt leoltasa hordozora: fixed bed/microcarrier

Nem litikus virus: Sejtfeltaras:
fagyasztas vagy nyiroero



T




Fraction of a bead

. o~
- 3 g

Cells still attached




3.Peélda — Virus downstream technologia optimalizalasa

» Nem litikus emlds virus a fejlesztés korai fazisaban
WSC

Oltosejt eldallitas: roller bottle/cell factory/cell cube

Sejt leoltasa hordozora: fixed bed/microcarrier

Nem litikus virus: Sejtfeltaras:
fagyasztas v. nyiroero

Microcarrier eltavolitas
Egyszer hasznalatos zsak Fémsziro

Folyt kov...



Koszonom a figyelmet!



Kerdések

I. Mikor hasznalnak emberek ill. allatok esetén oltoanyagokat? Milyen tipusu
oltoanyagokat ismer?

2. Mik az oltoéanyagok fo jellemzoi (amiket vizsgalnak a regisztracios eljaras
soran)?

3.  Mutassa be 2 faktor 3 szintl teljes faktorialis kisérleti tervét, és a 2
faktorra masodfokud modellt adé Doehlert matrixot. Miért kedvezobb a
Doehlert matrix hasznalata?

4. Mia kulonbség az Omics és a High Throughput megkozelités kozott?
Mire lehet Oket felhasznalni? Mondjon példakat is.

5. Ismertesse a Kolgomorov modellt. Mikor érdemes hasznalni?



