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Ceva

» 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, | |0
orszagban ad el.

» A Cevanak ~5000 alkalmazottja van vilagszerte.

» Innovation, Entrepreneurial Spirit, Solidarity

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

Video: https://www.youtube.com/watch?v=fcyz2JoLkV4&t=17s



Ceva a top dllatgyogydszati cégek kozott

A Ceva eladasail 3 év alatt otszorosere nottek.
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Ceva biologiai gyartas/fejlesztés

Global Biology network
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Ceva-Phylaxia Zrt.
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CEVA-PHYLAXIA Ceva csoport tagja:
e [99]

» Budapest, EU
» Eurdpai GMP gyartas Supply ) Finance
. Commercial
Chain
Regulatory o 6%
Affairs
5%

A CEVA-PHYLAXIA vakcinak forgalom novekedése
(2000-es eladas = 100%) 800 R&D; 8
700 22%
600
500 .
Quality Ind3u;;r|al

400 13% ()]
300 Purchasi IT

. urchasin; 1%

6; 2%

Létszam: 450 (550)

Sales growth
2001 2002
2000

Pl. Cevac Transmune vakcina: 50. milliard dozis eladva 2015-ben!

} Video: https://www.youtube.com/watch?v=pFfkmAeyBrs&t=56s



Globalis iparositasi €és folyamatfejlesztési
igazgatosag

Tevékenység
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Gyartas és analitikai technologia transzfer a K+F-bol a termelésbe, Ceva
telephelyek kozott, kulso partnertol/hez

Kiemelt folyamat fejlesztési projektek

K+F tamogatas

Szervezet
6 telephelyen 50 fo Upstream and Formulazas eés
ebbodl 28 fo Budapesten Downstream LiofilezésTech T.
T RT . Tech.T. Platform Platform
Biomernokok, biologusok, allatorvosok
Technikusok GIPID
Dedikalt laboratoriumok
Analitikai )
Modszer T. Pilot Uzem

Platform






Pilot Plant




Mit fog On csindlni, ha lediplomdzott?

» A felmérés nem reprezentativ, a szakmai kapcsolatban allok vélhetdleg follil

reprezentaltak
Nem
biongi,mﬁki 100% =101 M akadémiai B gyogyszeripar K allami hivatal & spin-off

Egyéb saakmal M kereskedelem M élelmiszeripar M szolgaltatas K vegyipar

21%
Gyogyszergyar
39%

2016
100%=103

Kereskedd
8%

Allami
Intézmény
12% 15%

2010




Hol fog €lni?
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Kotelezo vedooltasok Magyarorszagon

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

D -torokgyik (diphtheria),

P - szamarkohogés (pertussis),

T - merevgorcs (tetanus),

IPV (inaktivalt polio virus) - gyermekbénulas
(poliomyelitis anterior acuta),

PCV-13 (Streptococcus pneumoniae)- 13-
valens konjugalt vakcina

M - kanyaré (morbilli),

R - rézsahimlé (rubeola),

M - mumpsz (parotitis epidemica),

Hib - b tipusu Haemophilus influenzae

0-4 hét BCG

2 hénap DTPa + Hib + IPV
+PCV-13

3 hénap DTPa + Hib + IPV

4 hénap DTPa + Hib + IPV

+PCV-13

12 hénap PCV-13

15 hénap MMR .

18 hénap | DTPa + Hib + IPV

6 év DTPa + IPV

11 év dTap emlékeztetd

11 év MMR revakcinacio

14 év Hepatitis B I; Il; HPV

hepatitis B

HPV — human papilléma virus

WHO ajanlasa szerint az élévirus tartalmu Sabin vakcina (OPV) alkalmazasat 2010-ig minden orszagban fel kell valtani az inaktivalt
polidvirus 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

» Nem csak egyeni, hanem kozossegi vedelmet ad!!! akit nem
oltanak be, opportunista, aki masok joindulatan eloskodik



Kotelezo vedoboltasok Magyarorszagon

bakterium

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 polio virus) -
gyermekbénulas (poliomyelitis anterior
acuta),

Morbilli virus (Paramyxovirus)

M - kanyaré (morbilli),

Morbilli virus (Paramyxovirus)

R - rézsahimlo (rubeola),

Mumps virus

M - mumpsz (parotitis epidemica),

Haemophilus influenzae

Hib - b tipusi Haemophilus influenzae

haepatitis B virus (Orthohepadnavirus)

hepatitis B

Streptococcus pneumoniae

Kozépful-, arcureg, agyhartya- és
tudégyulladas

Human papilloma virus 6, 11, 16, 18

Nemi szerv daganatok, szemolcsok



Ko6z6sségi véedelem - Rubeola

Nem csak egyéni, hanem kozosségi védelmet

MEASLES Y, ad!!! akit nem oltanak be, opportunista, aki
OUTBREAKS e mésok joindulatan él3skadik
ACROSS POLAN . | ,oeven countries, where vaccination rates
EUROPE 140 cases [ RAmE are low, have had the worst outbreaks in
£ GERMANY R s E
369 cases " G T !/ 1§ urope
FRANCE "——" ROMANIA “/_ . Measles is spreading across Europe
93cases ‘Q % . ~ wherever immunisation coverage has
‘ j smmguup m“ ‘ J dropped, the World Health Organization is
7 cases 1020 ses| = warning.
‘J B Cases were The largest outbreaks are being seen in
recorded between

. bR
serorpmumett  |taly and Romania.

%0 7 - —

,»A great proportion of young individuals . - g
showed lower levels of protective immunity, .
probably because they missed out on »]
vaccination in catch up programmes.” T - - - — o
5 f 1 positive females WS of G positve mles
16 https:/lyamkin.wordpress.com/2017/03/30/measles-outbreak-across-europe/ ==igs amr- femates w—lgG GMT- males GMT: geometrical means

BMC Infectious Diseases 2017; 17:199






Mikor oltanak?

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

nehezen diagnosztizalhato, kezelheto betegsegek
specialis veszélynek kitett személyek

Miert nincs Ebola elleni vedooltas?



Miéert nincs Ebola elleni
oltas?

Geographic distribution of Ebola virus di: breaks in h and

‘s

Ebola Reston Outbreak in DRC Outbreak in Uganda associated Outbreak in
Ebola in Zaire introduced into Index patient worked with funeral attendance and DRC

US quarantine in the forest adjoining caring for patients with Ebola Last confirmec

facilities by the city without proper PPE case on 10/4

monkey from

and last

the Philippines death 10/10

1989 2000-2001
0 425
0 224

 boundaries and names shown and the designations used on this map o notimgly the expression of any opinion whatsoover  Data Source: Workd Heaith Organizaion World Health
he part of the Workd Hoalth Organization concorning the logal status of any counlry, teritor, ciy or aroa o of s authoriies, Map Production: Health Stalistics and . Organization
enceming the delimitation of s fronters or boundanes. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines  Information Systems (HS)

which there may not yot be ful agreement World Health Organization ©WHO 2014, All ights reserved

mert eddig nem volt piaca.

V4 o V4 \ '

Lab infection by Outbreak in Gabon Lab First outbreak Outbreak ofa  Ebola
accidental stick in gold-mining camps contamination  reported in the new strain of  outbreak in

of contaminated  in the rainforest in Russia Republic of Congo Ebola in West Africa;
western largest in

Uganda history

needle

1976 2001-2002 2007 2014
1 57 149 *27,000+

http://www.who.int/csr/disease/ebola/maps/en/
0 43 37 *11,000+

http://www.cdc.gov/vhf/ebola/outbreaks/history/chronology.html

http://www.theguardian.com/world/2014/oct/26/ebola-vaccine-race-is-or
CSI%9971 “peanf hiidv 12 72M18



Miéert nem volt Ebola elleni oltas?

Most mar van anyagi forras és jelentSs
marketing érték:
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.__M Vectra /I
Mikor oltanak? 3D

» Allat:

gazdasagi okokbol: hatékony allattartas: gazdasagi es
szabalyozasbeli kerdes: pl. antibiotikum vs. oltas

allatjoleti okokbol: pl. szamos tarsallat oltas
es zoonotikus betegsegek (pl. Salmonella enteritidis csirkenel,
Coxiella burnettii, Chlamydia, Brucella kérodzoknel, veszettseg)

“logether, we are building a new reference to create value beyond

animal health”
hatekony elelmiszertermelés biztositasa (pl. progeszteron,

prostaglandin(analog), gonadotropin stb.)

idosodo fejlett tarsadalmak: tarsallatokkal torteno egyutteles
segiteése (feromonok: pl Feliway, anti parazita: pl.Vectra 3D)

zoonotikus betegsegek terjedesenek megakadalyozasa



Fertozések eloszlasa és transzfere

» a nyilt hozzaferheto adatbazisok
rendszerezese alapjan keszult
felmerés

» minden pont egy gerinces faj

» a pont merete ill. a felirat
nagysaga a leirt patogének
szamaval aranyos

» az osszekoto vonalak vastagsaga

a kozos patogenek szamaval
aranyos

Scientific Data, 2:150049, DOI 10.1038/sdata .2015.49

Humans
Primates
Mammals

Domestics

- Reptiles
- Aves
. Fish

B Amphibians

. Rodents

Pk Hors.e'/\' {

I Goat
Plg Sheep

Dog Cattle
human
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Aantal meldingen

Q-fever

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

Tough lessons from Dutch Q fever
outbreak

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

Pelda zoonozisra Nl ik

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
outbreak of Q fever.

Aantal gemelde Q-koorts-paii met bekende le ziekiedag naar week van begin symptomen,

periode 01-01-2007 ¢/'m 23-12-2009.
2007: N=193, 2008: N=973, 2009: N=1150

250

200

150 o

50

O Orverige GGD'en

OGGED Zwd Limburg
B GGD Brabant Zuid Oost
B GGD Hart voor Brabant

2009

1 “T-I‘ I{Il31619DESJI3134]?W4]4649515 6 9 12151821 4273033 363942454851 2 5 B 11 14 17 20 23 26 20 32 35 38 41 44 47 50 53

Jaar en week van begin symptomen . PR — stherlands_ministry_agri_nature_foodquality.pdf
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Published online 3 March 2010 | Nature | doi:10.1038/news.2010.102

ublahied online 3 March 2010
Q -fe ver Tough lessons from Dutch Q fever
outbreak

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

Pelda zoonozisra 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
outbreak of Q fever.

Abstract
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.
o e TN i ol e el ] L PO UL T TV P el e T T O T e

1 4 7TI0131619222528313437T4043 464952 3 6 9 12151821 4273033 363942454851 2 5 B 11 14 17 20 13 26 20 32 35 38 41 44 47 50 53
2007 2008 2009

Jazr en week van begin sympiomen PR — stherlands_ministry_agri_nature_foodquality.pdf



Szabalyozo hatosag

» Az engedelyezesre és gyartasra kulonbozo nemzeti
hataskorben mukodo szervek leteznek

Termék engedélyezé | Termék /fejlesztés Gyartasi
hatosag kovetelmények engedély/feliigyelet

European Medicines European Good Manufacturing
Agency (EMEA) Phramacopoeia Practice =GMP (EMEA
felligyelet)
Food and Drug CFR (Code for Federal = FDA/USDA —
Administration (FDA)/ Regulations) (21 CFR-
US Department of biologics/9CFR-animal
Agriculture health)

Japan Gyogyszerhatdsag  Japan Gyogyszerkonyv Japan GMP
Stb.

GMP + FDA kovetelmények osszehangolasa: International Comittee of Harmonization = ICH
Az ICH javaslatokat (guideline) készit, amik mindkét rendszernek megfelelnek.
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Oltoanyag

Biztonsag (Safety): nem okoz-e problemat
toxicitas, mellekhatasok
nem megfeleld inaktivaltsag /reverzio virulens torzzse
regisztracios célu klinikai vizsgalat + rutin méreés sarzsonként
Hatékonysag (Efficacy): mennyire véd adott betegség ellen:
allatoknal: oltas, rafertozeés: pl. ha 70%-ban véd, akkor rendben (orszag és
patogénfuggd szabalyozas)
Aktivitas = Hatoanyag felszabaditasi teszt (Potency): olyan, minden sarzson
elvégzett meres, mely megfelelésbe hozhato a hatekonysaggal

pl. laborallat oltas + ELISA, vagy in vitro modszerek

Stabilitas (Stability): garantalja, hogy X ido elteltével is megfeleld a

Biztonsagossag, Hatékonysag és Hatasossag
26



Oltoanyag fejlesztés

» koncepcio, szabadalom és piackutatas

» torzsek/toxinok kivalasztasa, begyujtése, ellenorzése
» technologia fejleszteés, validalas kis léptékben

» analitika fejlesztés, validalas

» formulazas kidolgozasa

» méretnovelés: pilot oltdanyagok elkészitése

» klinikai vizsgalatok

» stabilitas vizsgalat

» regisztracio

» piaci bevezetés, field kisérletek

» alkalmazas tamogato vizsgalatok

27



monovalens oltoanyag: min. 4 év a regisztracioig

2008, Half 1] 2008, Half 2] 2007, Half 1] 2007, Half 2] 2008, Half 1] 2008, Half 2| 2009, Half 1] 2003, Half 2] 2010, Half 1] 2010, Half 2[ 2011, Half 1] 2011, Half 2] 2012, Half 1] 2012, Half 2] 2013,

B625-Hyogen J5 (M hyo alaptech nolégia | ev
BG25-Project Manageme alatt kidolgozva!
B625-Proof of concep o~ 1
: 8625-Pr§ocess & anélytics
8625-Po;tency Devel[}t (anl modél & Dako sebs

158 wks

‘ 5 130%
148 wks :

8625§-Registrati0§n ﬁb 50 wks;
I.  technoldgia fejlesztes, validalas kis léptekben

2. analitika fejlesztés, validalas

3. formulazas kidolgozasa

4. méretnovelés: pilot oltdanyagok elkészitése

5. klinikai vizsgalatok

idoigényuk

6.  stabilitas vizsgalat  —
adott

7. regisztracio
28



monovalens oltoanyag: min. 4 év a regisztracioig

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

alaptechnologia | ev
alatt kidolgozva!

A

B625-Hyogen J5 (M hyc
8625-Pr§iect Managjeme

8625-Pr§ocess & anélytics

| 158 wks
B625-Potency Develpt (anl model & Dako sels 5

B625-Registration

I, technologia fejlesztés, validalas kis |éptékben
2. analitika fejlesztés, validalas

3. formulazas kidolgozasa Legyen | év
, < velés: bil led K elkészitd antigen
4. méretnovelés: pilot oltoanyagok elkészitése e

5. klinikai vizsgalatok

idoigényuk

6.  stabilitas vizsgalat  —
adott

7. 29regisztrécic’>




ICH guideline Q11 on development and manufacture of
drug substances (chemical entities and biotechnological /biological

entities)

» A végtermék mindségét a folyamat kontrollalasaval kell garantalni.

kritikus minoségi kritikus folymat
, , I« tulajdonsagok « paraméterek
végtermék i . »
Critical Quality Critical Process
Attributes Parameters




ICH guideline Q11 on development and manufacture of
drug substances (chemical entities and biotechnological /biological

entities)

» A végtermék mindségét a folyamat kontrollalasaval kell garantalni.

kritikus minoségi

végtermek )« tulajdonsagok « «

Critical Quality

Attributes

kritikus minoségi
tulajdonsagok
Critical Quality « «

Attributes

kritikus minosegi
tulajdonsagok
Critical Quality « «

Attributes




ICH guideline Q11 on development and manufacture of

drug substances (chemical entities and biotechnological /biological
entities)

» A végtermék mindségét a folyamat kontrollalasaval kell garantalni.

kriziewo minsooz o
végtermék I« Eu#

Atiiies

koztitermeék |
. kricias it
koztitermék 2 || tulaidansasale
| Critcui Quungy
koztitermeék 3 At—

ik sttt
tubaidonsigak
Crivicar Qg
e —

> Rengeteg informaciora van szikség



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

33



HT rendszerek - upstream

» Mikrobioreaktor
Klonszelekcio
Tapoldat optimalizacio

Paraméter optimalizacio

Kisleptékl termelés

Sterile membrane

pH sensing DO sensing
matenal matenal
Reactor Info I 1 =]
( I > Reactor 5. _(->4_. Table or Graph Temperature Heater
e . View Selectors O'T:’efmal Sensor \.
S S conductor
ol /\ R Process Value DiuteCOp | Dilute NH3 \
g Oxygen -15 to lower pH " to raise pH
< 15.0 O pi p
. \ ptical pH sensor Optical DO sensor
L e -12753" Output Scale
g 60 _10:0 g Setpoint O / Air to raise DO
2 40- :
. S (Dashed line)
20_
< =25 i 2
@A . Ll -QoB Auto Scaling
Process
Value Axis

-125 8
12L] Control
s 8 Output Axis

Process Value
Legends
g
A3
- __ | Instrument
Output
.300- E ¥

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 2427
Time (hours) 9

TimeScaling

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



HT - microbioreaktorok

rataplalas és mintavételezés is automatizalva, jobb K, a

BiolLector ambr

http://www.tapbiosystems.com/tap/cell “calture/tATour” bioreactorhtm
http://www.m2p-labs.com/biolector-pro
http://pharyx.com/index.html



HT rendszerek - downstream

EEXEXEENN ~

7 e s . « sy Screen 4
» HT kromatografias optimalizalo N ExxxXEXXN -
rendszerek Seloct armay chemisiry Tt

‘ Binding

[ B |
Optimize adsorption on
CM ProteinChip aray LI r” pH 5.5

¥ pH 6.0

10000 15000 20000 25000 30000

‘ Elution

Optimize elution from
&M Protei - . 50 mM NaCl
Elution complatad 100 mM NaCl
batween 100 & 300 mM [ | 300 mM Nacl
NaCl at pH 5.0 10000 15000 20000 25000 30000

1.0

Transfar to CM -type
packed bad column 0.5

o= T T T T T
] 25 100 135 150 ml

I I” I . I Sample

a5 P Nl
e 500 mk HaCl

Analysis of elution L | FT
fractions on I | Wash
36 ProteinChip Armays I -F | 500 mM
I | 2N | 800 mM NacI

10000 15000 20000 25000 30000




HT rendszerek — upstream+downstream

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

CE
Protein-chip: His-taggel kifejezve, + IMAC + |lézeres molekulatomeg
megh ata’_ roZa’_s: ".-'.:'_.:'.: SO0 000 30000
ProteinChip Array
RIS Y | -
s® Control
N Tor Saseia
"li R C Tar arc
Goninol
> g
N Ter
o Tar arc
T
Tamget protedn Is:
23.8kDa In N-Ter position
24.1 kDa In C-Ter position
Sample 12 Highest exprassion level |5 attained

L=ing strain Aossatia at 37°C with a C-Ter construct ‘

ahes (urits)

ProteinChip Array Spot

o tdplic

PL.VTU heti 24 000 klont képes tesztelni
mikrobioreaktor + CE rendszerrel

Aerans peak intensity
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2:50
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) o 3
Mindenki szimara elérhetd @) Hhie S Brifng Rooms

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
» lllumina HiSeq 2500

Futtatasi méd  High Output Rapid Run* High Qutput Rapid Run*
Szekvenalt bp

(2 x 100 bp) 600 Gb 120 Gb 300G 60 G
Futtatasi ido ~11 days ~27 hours ~8.5 days

(2 % 100 bp) Y . 4 ~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
» 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 feheérje szerkezetek modellezése (becslése)

A molekularis kolcsonhatasok becslése
Mutacio analizis

Osszehasonlito genomika

Evolucios biologia: filogenetika

« [HE HUMAN PROTEIN ATLAS..........



Modellezés

» Metabolikus modellek

A genome, proteome és matabolome diinamikus
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.
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On hogyan méri a
gl fajlagos novekedési
sebességet?

=L
5th.




monovalens oltoanyag: min. 4 év a regisztracioig

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

alaptechnologia | ev
alatt kidolgozva!

A

B625-Hyogen J5 (M hyc
8625-Pr§iect Managjeme

8625-Pr§ocess & anélytics

| 158 wks
B625-Potency Develpt (anl model & Dako sels 5

B625-Registration

I, technologia fejlesztés, validalas kis |éptékben
2. analitika fejlesztés, validalas

3. formulazas kidolgozasa Legyen | év
, < velés: bil led K elkészitd antigen
4. méretnovelés: pilot oltoanyagok elkészitése e

5. klinikai vizsgalatok

idoigényuk

6.  stabilitas vizsgalat  —
adott

7. 43regisztrécic’>




Bioinformacios szakadék

High Throughput Methods (nagy
hatékonysagu modszerek):
Statisztikai osszefuggések

Bioanalitikai modszerek:
Részletes ok-okozati osszefliggések

\

Informacio

Tényleg hatalmas
probléma?

Termék/Folyamat Fejlesztés

/ \

~ -

B

iologiai termelés Folyamat koézbeni ellenérzés

44



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 Klasszikus statisztikai alapu optimalizalas

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



Példa - Mannheimia haemolytica

elOkisérletek

A kritikus faktorok kivalasztasa
27M7-4 kisérleti terv |

lepteknovelés
2M7-4 kiserleti 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 46
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Példa - Mannheimia haemolytica

A Lkt képzodes alapvetoen novekedeshez kapcsolt ’
, , _ , 08 p
T és pH hatasa q,-re: 37°C és pH 7,3 o /
Redukalo cukor altali limitacio vagy inhibicio batch Tooea //
és fed-batch fermentacidkban. Koncentracio optimalt. 00
-0.5 ) 0.5 1.0 1.5

N

Fermentacio leallt adott OD-nal, de sem cukor sem
tapoldat komponensek adasa nem tudta novelni

o o

i

Ax

Metabolitok inhibicios hatasa vizsgalt: korlatozott.

Inokulum novekedési fazisa hatott a fajlagos termekképzeési
sebességre.

’ . 14 4 14 ’ 14 th
Termelési passzazsok modellezése TSB-n és alternativ | tapoldaton.

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

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

Szabo Zsofia elbéadasa alapjan




Példa - Mannheimia haemolytica

» Allat szerologia vizsgalatok labor és célallatban,

350

Leukotoxin dozis-valasz nyulban

'/
monovalens és polivalens oltoanyagokkal o _—
megtorténtek, jo dozis-valaszt eredményezve. 5 2w ) //

— 150
» A challenge vizsgalatok 50 EU/ml kibocsatasi fw| /
potency értéket igazoltak vissza. Ez biztosan 15 " /
EU/mL formulacioval érheté el. 3,5 EU/ml titer ’ v ;“LISAU] ® ¥
nem volt tarthato.
» Tapoldat tovabbi optimalasa szukseges
. 180
0508T/K vakcina 8 hetes baranyok 160
Kontroll Oltott - ﬂg {
Tiidd érintettség £ oo 1
2
(feliilet) 18,6%  0,6% 2 50
Tidé karosodas a ig y
sulyossaga 125 23 20
0]
0] 5 10 15 20 25

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

fLkt [EU/mL] 48




Példa - Mannheimia haemolytica

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

mL

PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB5 PB7 PB8

glutamine 0 5 0 5 0 5 0
cystein.HCI 0 0 5 5 0 0 5
CaCl2.2H20 0 0 0 0 5 5 5
FeS04.7H20 25 0 0 25 25 25 0
MnCI2.4H20 25 0 25 0 0 25 O
ammonium-citrate 25 25 0 0 0 0 25
vitamine complex O 05 05 0 05 O 0
10 x alap 5 5 5 5 5 5 5
dH20 375 37 37 325 37 30 325

5
5
5
2.5
2.5
2.5
0.5
5
22

B:Cystein HCI
C:CaCl2.2H20

F :ammonium-citrate
A:Glutamine

D:F eCI136H 20
G:vitamine complex

E:MnCIZ*4H20

Standardized Pareto Chart for Lkt

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

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

i' || =
- -
| |
|
[ ]
1
1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5
Standardized effect
49



Példa - Mannheimia haemolytica

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

glutamine
cystein.HCI
CaCl2.2H20
FeS04.7H20
MnCI2.4H20
ammonium-citrate
vitamine complex
10 x alap

dH20 3

e |5 liter
egyezte

mL
PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB5 PB7 PBS8

Standardized Pareto Chart for Lkt

esetébe

max. Lkt [EU/mL]

A termelt leukotoxin mennyisége
az inokulumarany fiiggvényében
- A1 szerotipus

350
. y = 1845.2x + 47.004
300 R2=0.5185
*
250 i . L
200 / $ Lkt atlag
150 * ——Linearis (Lkt)
100 / . ——Linearis (Lkt atlag)
N TF y = 1981,8x + 39,496
0 : ‘ ‘ ‘ | R2 = 0,98
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

inokulumarany: TSB+Glii / TSBv06

pct

en hem
s A2 torzs

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

Szabd Zsofia el6adasa alapjan

50



Példa - Mannheimia haemolytica

Faktorialis tervl
« A kevert tipusu faktorialis tervvel kivalasztott harom kritikus faktor
optimalis értékét tobbszintl faktorialis kisérleti terv _alapjan készult

faktorok 1. b 5 tevék ‘rt értckek
4 egyéb 6sszetevd mért értéke
modellel hataroztuk meg. szintek | 30og) | 3o [ 2 | ¥
Standardized Pareto Chart for Ikt Ta’poldat Pepton 2 E_IeSZtO NH4ClI CaCIZ’ M.gCIZ'. NaCI, oD Lkt (EL|SA)
kivonat glukdz, cisztein-HCI
1 AlaAanAn, AlAaAanAn, AlaAanAn, Lamndamn I~N~ 27’5
C:NH4CI i
A:pepton 2 : | = - i 25
: " Estlmatﬁ?_'fas:pfgzszeSSurface 45,8
| 79.8
| 196,4
=< | [ 1.2
B:élesztd kivonat |:I 56.9
as | [ 58,5
e | . . . . . 122,6
0 05 1 1,5 2 2,5 3 43,9
Standardized effect 296,8
11 184,5
Main Effects Plot for Ikt ) ! 64,1
, 4 03 €elesztdkivonat 135,5
190 B on 2 ' 148,1
[ ] epton
170 3 pep 145,3
sof 3 182,6
£ 150 b /— E 18 magas magas | magas konstans 21,6 190,8
Tl ] 2ism | alacsony | alacsony | magas konstans 5,8 27,7
nor E 8ism | kozepes | alacsony | magas konstans 9,3 57
0oF E 14ism | magas | alacsony | magas konstans 15,3 143,2
0k 3 médium 6| nincs | kézepes | magas konstans 8,6 58,3
-0,30103 1,25527 0,30103 0,90309 1,215 2,43
pepton 2 élesztd kivonat NH4CI 5 1

Szabd Zsofia el6adasa alapjan



Példa - Mannheimia haemolytica

elOkiserletek
277-4 kisérleti terv |
lepteknovelés
277-4 kisérleti terv 2
Méeretnoveles 277-4 alapjan

Faktorialis tervl

Meretnovelés faktorialis terv| alapjan

Faktorialis terv2

Pepton koncentracid 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
XyaS e |000-szeres
leukotoxin titer

296,8 EU/mL
225/307 EU/mL
385,5 EU/mL
519,6 EU/mL
410/512 EU/mL

52



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 Factors 15 ®
Experiment A B Experiment A B 1
; o 05 iz i
1 L 1
2 e m i m 05
3 gl S o g j1 —1 S
5 1 1 - Gy 1 1 P
6 e s 5 —n==id1 —0.6
7 @ =i ) B8 +o = 1.41 0 -1
8 R 0 0 —a = —1.41 e 6
9 efc. R _ i -1
e L J e 8 0 ta=1.41 “15 —1-05 0 05 1 15
~1 -0.5 0 0.5 1 9 etc. 0 0
Factor A Factor A

1 ] |
Factors
Experiment A B s N,
1 1 0 08
2 —1 8] o
3 0.5 0.866 % 0 &
4 —-0.5 0.866 w
5 0.5 —0.B66 —05
B —0.5 —0.BE6
T efc. 0 0 _
1 1 |
-1 —-0.5 0 05 1
Factor A

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



A Doehlert matrix

» Hatekonyabb. 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) coefficients (p)  experiments (f)

ccCD DM BBD CCCD DM BBD

2 0o 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 0.49 0.68 0.61
6 28 77 43 61 0.36  0.65 046
7 36 143 57 85 0.25 063 042
8 45 273 73 113 0.16 062 040

Talanta (2004) 63 1061-1067



A velesziiletett és az adaptivimmun rendszer

Manocyte

Dectin1

MR el

Funkcio Neutrophil

Py o Dendritic cell
evolucios hattér "R
° ” " "::\\ \l 4 ).’ :
Ag specifitas TLR2 \.__1__, L4/ g Dectin 2
I” ".A\\\$ & ,;’,”l'-/
N O.zefe,s DC- Glil=—=ta Ow &’ Dectinl
aktivalas SIGN @ e
i6 D LTI ——
reakcié ﬁ 0 MR
Ori TRV SRR, =
memoria
TFRE Yoz

Nature Reviews | Microbiology

wvvoliialiiu railn, nNnv, von, v. vinivuli

lired
rett)

1ala

October 28, 2009



A veleszliletett és az adaptivimmun rendszer

» Az egyes antigének hatasa elvben jol ismert

» Az oltdéanyagok elvben tervezhetoek, illetve az immunvalasz modulalhato
(adjuvansok, immunopotenciatorok)

: ; E Human Human
E. coli LPS Flagellin Profilin myeloid plasmacytoid
Hsp60/70 from BEC BDC
RSV T. gondii
2 5 11
(¢ MyRes MyD88
&
'_
A A
INNATE Weak IL-12p70 IL-12p70 IL-12p70  IL-12p70  IL-12p70 e
High IL-10 IFN-o IFN-a IFN-a
] 1 ] ] ] ]
Y Y Y Y Y Y
ADAPTIVE ThO/Th2/T regulatory Thi Thi Thi Th1
Cross presentation/strong CTL

Cell (2006) 124,849-863



Kotelezo vedoboltasok Magyarorszagon

bakterium

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 polio virus) -
gyermekbénulas (poliomyelitis anterior
acuta),

Morbilli virus (Paramyxovirus)

M - kanyaré (morbilli),

Morbilli virus (Paramyxovirus)

R - rézsahimlo (rubeola),

Mumps virus

M - mumpsz (parotitis epidemica),

Haemophilus influenzae

Hib - b tipusi Haemophilus influenzae

haepatitis B virus (Orthohepadnavirus)

hepatitis B

Streptococcus pneumoniae

Kozépful-, arcureg, agyhartya- és
tudégyulladas

Human papilloma virus 6, 11, 16, 18

Nemi szerv daganatok, szemolcsok



Virus antigének

influenza virus

Neuraminidase
N Protein

Kulso funkcionalis fehérjék kotodeés,
porusképzés)

Matrix
Protein

Szerkezeti fehérjék Membran

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

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



Bakterialis antigéenek

extracellularis polimer - EPS

peptidoglycan

plasmamembran

. extracellularis
vesicules ,
toxinok

http:/iwww.tpsd-org/ths/sciences/b2eukprohitm 59
http://invsee.asu.edu/ImageGallery/Schematic/LifeSciences/gram-wall.html
Microbiology and Molecular Biology Reviews (2003), 67.4. p. 593-656.




Oltoanyagok

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

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

» EIS vektoros: él6 hordozo szaporodik a szervezetben és antigént termel
virus vektor
bakterialis/protozoalis vektor (Salmonella, Bordetella etc.)

Video: immunkomplex és virus vektoros oltoanyag: https://www.youtube.com/watch?v=2dgK5KXucdk



Kotelezé vedboltasok Magyarorszagon

03

T - gumokér (tuberculosis), BCG Bacillus

Calmette-Guérin/tuberculosis elleni Attenualt él6-marha eredetii baktérium
oltéanyag
D -torokgyik (diphtheria), toxoid
P - szamarkohogés (pertussis), toxoid
T - merevgorcs (tetanus), _
toxoid
1PV (inaktivalt polio virus) -
gyermekbénulas (poliomyelitis anterior 3 féle inaktivalt virus

acuta),

M - kanyaré (morbilli),

El6, attenualt virus

R - r6zsahimlé (rubeola),

El6, attenualt virus

M - mumpsz (parotitis epidemica),

El6, attenualt virus

Pneumococcus

13 féle poliszaccharid
konjugalva (D vagy T alegység)

fehérjéhez

Hib - b tipusu Haemophilus influenzae Poliszaccharid, tetanus alegységhez
konjugalva

hepatitis B Elesztében termelt virus burokfehérje

HPV Rovarsejtben vagy S. cerevisiae-ben

eoallitott 2 vaav 4 féle virus like particle



Péelda - Madarinfluenza

» Alapvetéen nem fertoz embert

» Madarak esetében nagy a letalitas (H5, H7)
WAHDOIED 2015
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Pelda - Madarinfluenza...... o
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Péelda — Madarinfluenza 2016-2017

A H5N8 HPAI - Poultry - ' ’ @
® HS5N8 HPAI - Captive Birds =
* HS5N8 HPAI - Wild Birds
® H5N5 HPAI - All
* * &
5 & *x
o * * 5 8
* Unmmmu?\'
& _*
*
* e
* Ukraine
*
Py
*
W o Greece
* Ak .
0 375 750 Kilometers
© Crown Copyright and 2011, All rights reserved. Ordnance Survey Licence number 100022432 L =) J
CREATOR: i i i
) Ftere 6 iboNiaty Highly Pathogenic Avian Influenza outbreaks between October 2016 and February 2017 2” .
DATE: 08/02/2017 e

https://aphascience.blog.gov.uk/2017/02/17/bird-flu-in-europe-this-winter/




04.

Példa oltéanyag tipusokra - Madarinfluenza

» megoldas: oltas

» hagyomanyos elolt vakcina pl. A/kacsa/2817/2006/H7N3
Cevac Flu H7K (USA), Cevac NewFlu (Phylaxia, H9+ND)

» Subunit/Virus Like Protein antigén

cevac
FLU H7 «

» virusvektoros vakcina pl.Vectormune Al
» RNS/DNS vektor

https://www.aphis.usda.gov/
https://www.youtube.com/watch?v=M79S8HBURac



Update on Avian Influenza Findings 04.
Poultry Findings Confirmed by USDA’s National
Veterinary Services Laboratories

okra - Madarinfluenza

sa/2817/2006/H7N3
(Phylaxia, H9+ND)

DE‘IECI%H! thepnrted I 1e Al
48,082,293  i5n) g HsNg
Birds Affected

. _- Friday October 16 2015

".-'_:‘ _l.I - = 1-1

mm“l;l“‘:ﬂ?‘!‘ﬂ ] : Ceva receives contract to produce Vectormune Al for the
- = A i D . .

U.S. Government vaccine stockpile

The United States Department of Agriculture’s Animal and Plant Health

Inspection Service (USDA/APHIS) announced yesterday Ceva Animal

Health has been awarded a contract to manufacture doses of avian

influenza vaccine.

This action is being taken to develop the Agency's National Veterinary Stockpile, and does not signal a decision to
vaccinate for highly pathogenic avian influenza (HPAL).

httbs://www.ybutu be.com/watch?v=M79S8HBURac



Példa immunopotenciatorra - Hyogen

» Mycoplasma peluropneumoniae elolt bakterialis vakcina + nem toxikus E.
coli lipopoliszaccharid + olaj a vizben adjuvans (Imunvant)

» EU bevezeteés: 2015 szeptembertal

» Ceva Lung Program: mobil applikacio a sertések tudejének értékelésére

P https://itunes.apple.com/app/ceva-lung-program/id8040 18933?|=fr&ls=| &mt=8
https://play soosle com/store/apps/details?id=com ceva lune



Imuvant

Olaj a vizben emulzi, E. coli J5 immunpotenciatorral:
 Stabil emulzid, alacsony viszkozitassal (jol olthatd)
* E. coli |5 nem fejez ki patogenitashoz sziikséges fimbriaet: nem patogén
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Ceva sajat eredmények: Multiplex PCR E. coli malac specifikus virulencia faktorokra. 10-4|
reprezentativ pozitiv kontroll torzsek. E. coli K12 a negativ kontroll torzs, NTC: nincs minta kontroll.

method: Casey and Bosworth Vet Diagn Invest. 2009 (1): 25-30. Imre Ariel eredménye



Imuvant

Olaj a vizben emulzid, E. coli J5 immunpotenciatorral:
* E.coli |5 mutans UDP-glucose 4-epimerase génnel rendelkezik, ami Lipid A mentes
lipopoliszaccharid szintézist eredményez: nem toxikus
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galEF1 galE CCAGTACCATCTTCGGTCGG 332-351 422 bp  AP010960.1
galeRl  galEll TCGGTACAAAAACCGCTGGA  734-753 422bp  AP010960.1
galEF2 galE flank AGAATCCATTGCCCGGTGAG 58-77 1430 bp  AP010960.1
galER2 galE flank ATTA A 468-148 430 bp  AP010960
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Nincs termék a galE kédold régio primerekkel, csak egy 0.3 kb termék a kapcsolodo régiokra specifikus
primerekkel. Mintak E. coli ATCC 25922, (Ol | | anyatorzse a J5-nek) és E. coli K12 (SoloPack, Stratagene) a
pozitiv kontrollok, NTC a minta nélkuli negativ kontroll.

Nevola et al. Infect Immun. 1985 (1):152-9. Imre Ariel eredménye



EIG dllati virusvakcina elédllitdsa
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Elolt allati virusvakcina eldallitasa
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Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa

» Nem litikus emlSs virus oltoanyag regsiztracio elott
»  Kifejlesztett analitikai eszkozok:

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

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




Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa

» Kiertékelt faktorok:

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

» Termelo rendszer kivalasztasa:

Alegység/Virus Like Particle
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Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa

» Kiertékelt faktorok:

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

Termelo rendszer kivalasztasa: szoveten termelt inaktivalt virus

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

Termelo eszkozok:

WSC

Oltosejt eldallitas: roller bottle/cell factory/cell cube

L 1

Roller bottles



Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa
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1.Példa — Virus upstream technologia 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 microcarriers
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Péelda — Virus upstream technologia optimalizalasa —

Kolmogorov modell

Keverés szamolas - Kolmogorov:

» |) A keverés hatasara a Iében kis turbulens orvények keletkeznek.

» 2) Minél jobban keverjuk a levet annal kisebb lesz az orvenyek merete.

Process Detail
Titrant

Check those that apply

Comments

Acid

Antifoam

Maximum VCD

Final Viability (%)

Titer (mg/mL)

kLa (1/hr)

PV (WINT

DUR
Process Sensitivity
dCOz (mmHg)

Limits

Comments

Interfacial/Foam

Tip speed

kolmogorov

Shear

PN

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

» 4) A Cytodex 3 atmérdjének, a keverok atmérojének és a Ié tulajdonsagainak
ismeretében ki lehet szamolni a keverék max megengedett fordulatszamat.

Dr. Szitkai Zsolt el6adasa alapjan

Biotechnology and Bioengineering, (1988) 32, 1001-1014.



1.Példa — Virus upstream technologia optimalizalasa

— Kolmogorov modell

|. A: orvény karakterisztikus mérete (=carrier atméré * 2/3)

2.P_:egységnyi tomegben disszipalt teljesitmény (energia aram )

P =Vv3/A* (Kolmogorov elméletbdl)

3. Keverd teljesitmény: P = Pm * o * Di3

V: kinematikai viszkozitas = p/p

O:slirtiség; Di: keverd elem atméré

4. Az Euler szambdl (Np) szamithato a kevero fordulatszam (Ni):

Ni3 = P/ (Np * p * Di¥)
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Dr. Szitkai Zsolt el6adasa alapjan
http://www.thermopedia.com/content/549/

Np=5 pitched blade keverodre

Ez kisérleti adatokbol jon ki.
(Euler-Reynolds osszefliggés adott
keverore)
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1.Példa — 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 (-)
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