7. O0ra, 2020. marcius 30.

Figyelem: jovo hétfon, aprilis 6-an 10.15-11.45 k6z0tt 2. zarthelyi
dolgozat iras a Moodle rendszeren keresztll.
Sajnos a vegyesz karos Moodle-be is be kell enhez regisztralnod:

https://moodle.ch.bme.hu/login/index.php

A kurzus jelszot a 2020. 03. 30. esti Neptun tzenetemben talalod meg.

A2.ZHa4., 5., 6. és 7. (amai) eldbadasok anyagat Oleli fel.
A 7. el6adasrol sz0olo szdveges jegyzetben a 86. oldal aljaig jutottunk.

Nem tananyag, de ha van id6d:

Itt egy vélemény arrol, hogy miért j6 maszkot hordani a jelen helyzetben:
https://www.facebook.com/photo.php?fbid=10219761598284670&set=a.1650319932103&type=

3&theater



https://moodle.ch.bme.hu/login/index.php
https://www.facebook.com/photo.php?fbid=10219761598284670&set=a.1650319932103&type=3&theater

Hogyan ultethet6ek be egy vektorba
a tetszesulnk szerinti fehérjét kodold gének?
Restrikcios endonukleaz enzimek segitségével.

» A DNS-t specialis felismerési helyeknél elhasitani képes enzimek.
> Bakteriumok és archea baktériumok ,immunrendszerének” részét
kepezik.

> A prokariotat ért virusfert6zés esetén a szamukra specifikus

DNS szakasznal (szekvencia részletnél) elhasitjak a virus DNS-t.

> A sejt metil csoportokkal jel6li meg a sajat DNS-ét.

> A ,metilezett” DNS-t a legtobb restrikcids enzim nem képes elhasitani.

GAATTC CCCIGGG
CTTAAG GGGCCC
EcoRI hasitohely Smal hasitéhely

> A hasitohelyek tukorképi = palindrom szekvenciak.
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Restrikcidos enzimek

3 A i 4 . £z AIAA S
S Szamunkra molekularis ollok, a bakterlofagok/‘}’%\g; 1

szamara molekularis piranha-k. TG
Nevezéktan és specifitas. .. T
szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 3 3’ .
) | Ao 2 | SV40 | px174
Arthobacter lutens Alul AGCT >50 | >50 35 24
Brevibact. albidum Ball TGG CAA | 15 17 0 0
H. aegypticus Haelll | GGC'C |>50| >50 | 19 11
H. parainfluenzae Hpal GTT AAC 13 [ 4 3
Serr. marcescens Sh Smal | CCC.GGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H | BamHI | G C 5 < 1 0
E. coli RY13 EcoRI TTC 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll | Al AGC;I'T 6 1 6 0
H. parainfluenzae Hpall CIC’GG [>50| >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl | GGTACIC | 2 8 1 0
Bpxhoicicora | xwot [crcong [ 1] 6 [ o ] 1




Restrikcios enzim hasitohelyek egy kereskedelemben
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kaphato plazmidon
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Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

1. Az atvinni kivant gén izolalasa egy sejtbdl vagy virusbol, vagy megrendelése, ha a
kereskedelemben kaphato.

2. Beepites a plazmid DNS-be. ,Szabas-varras” Kell hozza oll6 és ragaszto.

,Oll6:” enzimek, restrikcios endonukleazok. A kett6s szali DNS-t hasitjak, de csak
bizonyos helyeken. Tukorképi DNS szakaszoknal (palindrom szekvenciak)
,ragados veget” hoznak letre.

A celgén ket veget ugyanazzal az egy vagy két restrikcios enzimmel kell
megvagni, mint amivel/amikkel az “Ures”, lezart plazmidot felnyitjuk, hogy a célgen
és a plazmid végei egymasba illeszthetéek legyenek (“ragados vegek”
keletkezzenek). “Ossze kell legdzni” a célgént a felnyitott plazmiddal.

Sticky ends
Cut here
1 & o ' A\

GwA A—T—T—C— EoRl —G < 43— T—T—C—

CTTAA\G C—T—T—A—A G—

Cut here




Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

3. A célgént hordoz6 vektor bevitele a gazdasejtbe:
- kémiai es/vagy
- elektromos hatasokkal (vO. a protoplaszt fuziéval)

4. Geén kifejezddése + szelekcio: a kivant gen mellé egy marker (nyomjelzd) gént is
beépitenek (pl. antibiotikum rezisztencia), ami segit kivalasztani azokat a sejteket,
ahol megtortéent a beépllées, és ,mikodik” a plazmid. Az adott antibiotikumot

tartalmazo taptalajon csak a rezisztencia gént (vagyis az altalunk bejuttatott
plazmidot) tartalmazo sejtek indulnak névekedésnek.

Ez a jelz6 (marker) gén — példaul antibiotikum rezisztencia — mar benne szokott
lenni a kereskedelemben kaphato “lres” plazmidban.
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Ragados végek készitése és 0sszekapcsolasa

A ragados vegek maguktol is 6sszetapadnak.
{

Ez az egymassal szembe kerulé komplementer bazisok | | 00 e e
(A-T és C-G) kozotti hidrogén-kotések spontan és /
kialakulasat jelenti.

De a DNS cukor-foszfat alaplancanak
0sszekapcsolasahoz meég kell egy enzim

(T4 DNS-ligaz, “ragasztd”).

A plazmidba bedltetni kivant DNS szakasz két szélére
PCR reakcioval készithetink szamunkra megfeleld
restrikcidos enzim hasitd helyeket.

Chromosome Gene

EcoRI DNA
> .
ligase
Bacterial \ .
plasmid Recombinant

plasmid 7

(a) (b) (c)



\BamHI

Forras: promega.com

proten-coaing regs:In

GGATCC...3 BamHI

BamHl

BamHI

Y

Y

PCR

Ndel

DNA Purification

Digestion with Flexi®
! Enzyme Blend

DNA Purification
Ndel

Ndel

CATATG. . .3 Ndel

5’
3...CCTA E‘G. .. 5" hasitohely
o .
3. GTATAGC. . .5 hasitéhely
» A primerek végére restrikciés enzim hasité
helyeket tervezink.
» Ezek ,ragadds végekként” fognak szolgélni
a vektorba vald beillesztéshez.
» A felnyitott vektoron a primerek végeivel
komplementer ,ragadds végek” lesznek meg-
talalhatéak, ha ugyanazzal a két restrikcios
enzimmel hasitottunk ki bel6le egy DNS darabot.
» Azért két restrikcidos enzimmel hasitunk, mert igy
tudjuk megadni a gén beépilésének kivant vagy
helyes iranyat.

BamHl Ndel

e



ldegen DNS sejtbe juttatasa — az

rr . , Foreign
el6bb |sn]ert,§tett lépések e Mainsa) SR\ et
folyamatabraja resistance EcoRI

DNA

EeoRI
lEl.'-ﬂR_[ lEquI
Ezzel az eljarassala m/’s“’*ﬁ’ df\
prokaridtakba és eukaridtakba \
IS szinte barmilyen gént be le- v Hybridization
het vinni. + DA ligase
Recombinant
DNA

Cél: fehérjetermelés

DNA insertion
— hormonok e / oo o]
- VakC|né.k Bacteria Eﬁﬂui&l Bactena platted on medium
. EcyhChromosome Pt
— enzimek ) + antibiotic
— immunfeherjék | B |
— Ve rfehérjé k Only bacteria containing
recommbinant DA grow
l':u.'[ture.;

E DINA
http:f fwww.accessexcellence.orgf purification
AB/GG/plasmid.htmi — @g

Cloning into a plasmid
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Ipari termelés génmanipulalt mikroorganizmusok felhasznéalasaval

» A biokémiai anyagcsere utak bonyolult reakciohalézatokat alkotnak.
»> Célszeri a biotechnoloégiai termékeket az anyagcsere jellege szerint

megkulénbdztetni. =»
ropanoid ‘ ‘ ‘ [B].Lipids

Biosynthesis of

unsaturated fatty acids

aniine prviins |

L

¢

1
Phenyl Glycerolipid i_‘—. | | ]
biosy’,’,&es I metabolism é \
(B1 Phytoahemlcal |_|p|d Carbohydrate 1 <
compounds . H
P Metabolism T *—e Ether lipid Metabolism ® ® '
. . metabolism = Y Photosyr phests t
i i i tin, suberi d EA S Y ! ¥
Isoflavonoi utin, suberine an metabolism
biosynthesis. s %’( biosynthesis metabolis nsphate * \ f_’m et . : *
A I 2otosynthe:
a0 — N
! Fatty acid 1 I @ proteins 1
1 biosynthesis ! ! ’ E !
1 Peptiddglycan — Mner yl.
Flavonoid N - Carotenoid biosynthesis etabolism
biosynthesis biosynthesis 1
Fatty acid 1 .
metabolism Bicl)s nE desis ogt |:t> Phosphonate and | 1
polyketide proddcts pHosphinate nhetaboli
Retinol o | o | o || o | ¢ |9 A - ) d i
metabolism 1 D—Alapin
Ryquvate m
[ J [ J ® [ ] [ J ® L J 1 et n
1 f
1
M ¢ (o[ | |o e | ! L — += -
fFllavone and Anth ) +
lavono nthocyanin
biosynthesis biosynthesis ® [ J ® ® ® ® ® ) o
- - - Biosynthesis ofjtype II ‘
Limonene . |/ polyketide backbone Selenoc
pinene dedradation Zeatin J L \ y y .metahol
biosynthesis Fatty acid elongation
Butanoate H ) 17~ ( Y
Monoterpenoid ' in mitochondria
YT I . = ¢ ° P pome
® P —% T T [~ -~ & ism
Sesquiterpenoid  @—| & —e— Lipoic acid Chioroalkane and b iste cycle o o i
biosynthesis metabolism cloroalkene degradatiorm—@—— Ao iatanY \,
Terpenoid backbone & L 2 : ]
t t t t t biosynthesis Caprolactam .U —\
*— degradation Fant;_on \\ -l
*—& ixatio
1 Steroid biosynthesis metabolfs
(o Citrate cycle
Insect hormone Primary bile acid X Methane . (TCA cycle) !
biosynthesis biosynthesis Atrazine | metabolism Atarire—msparta Tot
degradati \ glul %ﬂmtab li 1
Glyoxylate arfd —— !
‘ dicyarb%xylate ] 1
metabolism k L 4 =
Steroid hormong @ Tetracycline
e -. — 0 O
Aminobenzoate 'ﬂ N
Diterpenoid F Naphthalene degradation D) ’
biosynthesis c d degradation a0, N\ / ? ‘—r—.——.—.——
V- AN Z _ 1 J >y
Dioxin digradat gn ) ’.—’—
- Chlorocyfclohexane anj
@ é!l;erg%ati n ? hiumby zene degradatic
Metabolism of . A robolroate ® S 4 — ®
Terpenoids and Polyketides degradatjon J Styrene
o—o ® ® degradation
Z . ®
Secondary bile acid *—@ L 4 Oxidative ‘

. . biosynthesis
Brassinosteroid A
biosynthesis f

Polgcyclic aromatic

[B] Cytochrome P4s50 "Y'

rocarbon degradation

Eegraéaaun
@

0—’—

.—.——‘——.—.4
I

T

phosphorylation

11
e 4

L.

Toluene
degradation

" 4

Ethylbenzene
degradation

!

DDT degradation

Metabolism of xenobiotics
by cytochrom P450

Drug metabolism
— cytochrom P450

Hﬁgm%“kﬂﬂ‘

@

® @ ®

Drug metabolism
- er enzymes



1 L 4

El6 rendszerek (mikrébak, sejtkulturak) altal eldallitott termékek
csoportositasa az anyagcsere jellege szerint

A biotechnoldgiai ipar termékei:

— Elsodleges anyagcseretermékek
Amelyek bioszintézise kozvetlentl kapcsolodik a sejt energiatermelésehez,
vagy ndvekedéséhez

— Masodlagos anyagcseretermekek
Amelyek bioszintézise nem kapcsolodik a sejt energiatermeléséhez, vagy
novekedesehez, csak kedvezbtlen korilmények (pl. tapanyaghiany) hatasara
indul be. A termék molekulanak nincs kdzvetlen haszna.

— ,ldegen” (rekombinans) fehérjék, amelyeket a sejt eredeti genomja nem
tartalmaz, mashonnan bevitt gén(ek) termékei. Ezek génjeinek bevitelehez van
szilkseg az el6zd oran targyalt vektorokra (plazmidokra, virusokra vagy
mesterséges kromoszomakra).

11
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Els6dleges anyagcseretermékek: pl.: triptofan
Kdzvetlenil kapcsolodnak a sejt nbvekedéséhez vagy energiatermeléséhez.
Az elsodleges anyagcsere termekre maganak a mikrobanak is sziksege van,
csak nem ,pari” mennyisegben.
llyen tobbek kozott a sejt altal elGallitott aminosvak, pl. a triptofan bioszintézise. Ez szénhidratokbol

torténik sok Iépéssel. Ha egy mikrdba kulturaval els6dleges anyagcseretermékekbdl ipari mennyiséget
szeretnénk eléallittatni, ahhoz anyagcsere-mérnoki szelekcid sziikséges:

(Japanok oldottak meg Corynebacterium és
Brevibacterium torzsekkel.)

Tobbszorosen ismételt indukalt mutacids
kezeléssel, majd a triptofan tultermelés

szempontjabadl kedvezd mutansok
szelektalasaval a triptofant tultermelg,
tobbszordsen mutans baktérium
torzseket hoztak |étre. Ezek
auxotrofiakat (Phe-, Tyr) és a triptofan
tultermelés elkerilésére szolgalo
sejtszintl szabalyozas hianyat

tartalmazzak: rezisztencia az 5-metil
triptofan molekulara (5-Me-Trp"
mutacio).

N R
L 1Y 2 3 1. 3 It oy

glitk 6z

/\

eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

—————————————— - A AT e
r TLEEaz atalakitast %alo enzim

3-dezoxi-D-arabino-heptulézonat-7-foszfat

l | i
i kﬂriHJ;IiIIEEV i

prefénsav antranilsav

X X |

fenilalanin tirozin triptofan - - - - - - — - =



Ismetlés - anyagcsere mérntkség — metabolic engineering

> A mikroba szamara a termékek glikk 6z
egyforman fontosak.

> A céltermék — melléktermék és a K 6ztitermek-1

céltermék — bomlastermék t E +- * _szabalyozas

megkllonboztetés szubjektiv, az ipari | :

folyamat céljait tiikrozi. Koztitermek-2 |
|

» A piros athuzasok bizonyos t l

anyagcsere lépések kiiktatasat Kaztitermék-3 |

jelolik a céltermék mennyiségének X\- :

maximalizalasa érdekében. |

> A mutaciokkal ezen Mellektermek Céltermék ---—- -

lépések kiiktatasara * * *

torekszunk.

Melléktermékek Bomlastermek
. 13
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Ismétlés — az anyagcsere mérndkség harom alapelve

Az elsbdleges anyagcsere termekek elballitasanal a génallomanyt ugy valtoztatjak meg, hogy:

1. A bioszintézis Ut elagazasait lezarjak, ezaltal minden anyag a céltermeék iranyaba aramlik
(auxotrof mutansok). Ha ez létfontossagu molekulak elballitasat érinti, akkor leaky
(szivargd) mutansok létrehozasa, vagy tapoldat kiegészités a megoldas.

2. A terméket tovabbalakito reakciolépéseket is lezarjak.

3. Felfliggesztik a tultermelést megakadalyozé glitkk 6z
mechanizmusokat /,l\
(antimetabolit rezisztens mutansok). eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat

I
: |
| I
| I
| ' |
| ey |
! korizminsav |
|
| X/\ :
|
5 I
| prefénsav antranilsav |
I
: |
| |
P : ; fenilalanin tirozin triptofan - - -------- |
. Ty SY IR PP —T n nz_l.:IIIII I
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Masodlagos anyagcsere termekek

» Termel6déstk nem kapcsolodik kozvetlenul a sejt energiatermeléséhez,
novekedesehez vagy szaporodasahoz, hanem

» csak kedvezotlen korulmények hatasara indul be.

N A -
. , C”’ laktat-dehidrogenaz 8%
» Sokszor nem is a termék a fontos : |
- £ A . £ o HC—OH
a sejt szamara, hanem a kiindulasi anyag, | / \ |
amitol meg “szeretne” szabadulni . CHs NADH CH;
piruvat laktat

Példa az emberi sejteknél: tejsav termelés megfeszitett izommunka mellett.
A tejsav azért kepzdodik, mert oxigén (Oz2) hianyaban a sejt nem képes
megfeleld mennyiségben a mitokondrium elektron transzport lancanak atadni
az elektronokat, igy ezek ideiglenesen ebben a formaban ,tarolédnak’.

1 .

A, 15
a’!'u'h't’ui'iu [0 .

PARPER "

1
Rrednebhrebrl: Temes mler
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Masodlagos anyagcsere-termeékek: peldaul szinanyagok vagy
antibiotikumok

Az antibiotikumok bizonyos fokig hasznosak a sejt szamara, de ezek sem termel6dnek
,10l6slegesen”, a mikroba szamara optimalis élethelyzetben.

Antibiotikumok: mikroorganizmusok altal termelt olyan masodlagos anyagcsere

termékek (szekunder metabolitok), melyek mas mikroorganizmusokat elpusztitanak
vagy gatoljak fejlédésuket.

Alkalmazasuk:

Human gyodgyaszat: mikrobialis fert6zések gyogyitasara (a hatékony koncentraciéban
az emberi szervezetet ne karositsa)

Rakellenes antibiotikumok: citosztatikus (a sejtosztodast gatld) hatasuak, a
kemoterapia eszkozei.

Allatgydgyaszat
Allattenyésztésben: takarmany adalékként

http://textbookofbacteriology.net/resantimicrobial.html
AN EAP PR :::QIM::'E'"*
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1889 - antibidzis <> szimbiozis (Viullemin)

http://textbookofbacteriology.net/resantimicrobial.html

Egy kis torténelem

Fermentacio: szerves (tap)anyagok enzimekkel vagy

mikrobakkal torténo atalakitasa.

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

Hata, eleinte karos hatas a kdzponti idegrendszerre)

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

1929 - penicillin észlelése, Fleming

1944 - a penicillin ipari gyartasa (hadi anyag)

1944 - 1960 uj antibiotikumok felfedezésenek korszaka

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

generikus termékkeé valtak, verseny a piacon.
Gyogyszeripari szabadalom: 20 vagy 25 év egy hatdéanyagra.
; Originalis vs. generikus keszitmények. 17
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1929 A. Fleming,
|zolalas, tisztitas, sze
1940 hadianyagga v
1943 klinikai kiprobal
Penicillium chrysogel
1944 2,5 tonna

szubmerz tenyészet,
1946 32 tonna

1952 Magyarorszag

1980 kb. 30.000 tonn b‘dc

2000 ~ 100.000 tonn.

spali k| g

"""""""""""""
’ ’

Fleming's original plate:

terial
colonies



Antibiotikumok

Miért keveés az Uj antibiotikus molekula?

Az elmult 80 éevben kb. 12-13 ezer antibiotikumot fedeztek fel. A
human gyogyszer piacon ebbdl ~2-300 molekula van. Ennek
~10 %-at gyartjak tisztan fermentacios uton, ~80 %-ot fermenta-
cioval és utana kémiai modositassal (= félszintetikusan). A ma-
radekot tisztan kémiai szintézissel (olcsobb).

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

- rezisztencia

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

Vannak multirezisztens torzsek is (pl. M. tuberculosis, S. aureus)
19
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Példa: penicillin (csoport) @

Jobbra: aminosavak altalanos szerkezete.

Forras: Tim Vickers, Yassine Mrabet, Wikipedia.

Lent: 6-aminopenicillansav altalanos szerkezete.

@

| o )
L1 "f-. {I} o
HN—C—C~ HN—C—C
| “OH |
R R

Szerkezet: alapvaz: 6-amino-penicillansav

két aminosavbol tevodik 0ssze, cisztein + valin

R = barmilyen csoport.
Ebben kilonbdznek
egymastol a penicillin
molekulak. E.

Cys = cisztein

Val = valin

Ez 2 aminosav a

20 fehérjealkoto kozdil.

Az aminosavak egymassal

hozzak létre a fehérje lancokat.

O

!:_,_.-_-'-
=%
-.u

~0

0sszekapcsolodva (peptid kotes)

6-amino-penicillansav, 6-APA

H Cys

N

CH=z
CH=z

COOH

Megj.: a ,graf’ csucsai szén atomokat jeldlnek. A szénen lehet hidrogén ugy, hogy a szén
mindig 4 vegyértéki kell, hogy legyen. A hidrogéneket oda kell képzelni.



A penicillin tulajdonsagai

BOMLEKONY! Savak, ligok és enzimek hatasara tobbféle re-akcidban is gyorsan
bomlik — a gyomorsavtoél is meg kell védeni.

Egyrészt az R oldallanc lecserélésével tudtak savtiré penicillint létrehozni.

Masrészt bélben oldodd kapszuldkba csomagoltak, ami megvédi a gyomorsavtol.

Mennyiségét nem sulyra meérik, hanem az antibiotikus hatasat:

1 biologiai egyseg: 50 ml-nyi standard osszetétel(l tapoldatban éppen meggatolja egy
adott Staphylococcus aureus torzs szaporodasat.

1 IU (international unit) = 0,6 ug G-penicillin Na sénak felel meg.
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G-penicillin/benzil-penicillin
Az R oldallanc eredetileg a fenil-ecetsav.

A G-penicillin a fermentalt alapmolekula (ezt csinalja a penész), ebbdl
gyartjak a tébbit.

Savra eérzékeny vegyulet, a gyomorsav elbontja, ezért szajon at nem
szedhet6, csak injekcioban adtak.

Megj.: a ,graf’ csucsai szén atomokat jeldlnek. A szénen lehet hidrogén ugy, hogy a szén
mindig 4 vegyértéki kell, hogy legyen. A hidrogéneket oda kell képzelni.

H

,N\j’s

O /ﬁ[N

Fenilecetsav csoport O

Béta-laktam gydri

1
Y — .
ks re e e DIUABIA SEEEEREEE
APPARY
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1929 A. Fleming,
|zolalas, tisztitas, sze
1940 hadianyagga v
1943 klinikai kiprobal
Penicillium chrysogel
1944 2,5 tonna

szubmerz tenyészet,
1946 32 tonna

1952 Magyarorszag

1980 kb. 30.000 tonn b‘dc

2000 ~ 100.000 tonn.

spali k| g

"""""""""""""
’ ’

Fleming's original plate:

terial
colonies



A penicillin gyartas fejlesztése

Fermentacio: szerves (tap)anyagok enzimekkel vagy
mikrébakkal torténd atalakitasa.

Fermentacios uton, mert a kémiai szintézis nem gazdasagos.
A technologia fejlesztése két f6 iranyban mehet:

Torzsmunka (bioldgia): Technoldgia (merndki):
— torzsizolalas — Fellleti/szubmerz
— Indukalt mutacio — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcio — Tapoldatoptimalas
— torzsfenntartas (cukorlimit, C/N, Fe ion)

— LevegOztetés, reaktor
— Szabalyozasok (pH, t)

Ezek optimalizalasi feladatok... 5
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TOrzsnemesités

Ceélok:
— hozamnoveles,
— fermentacios illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatékonysag novelés
— az eredeti pigmenttermelés megszintetése

EszkdzOok:

— a célzott génmanipulacio igen bonyolult (sok gén vesz
reszt a folyamatban), a titerndvekedes tulnyomo réeszét a
regi (65 év — tobb ezer Iépés) mutacios—szelekcios
torzsjavitassal erték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb).

— 1 ppb = 1*10"°.
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A gyartas lépesei:
1. Torzsfenntartas: laboratoriumban, kis méretekben rendszeres
atoltassal es szelekcioval. Oka: a sikeres termelés utan ujra
Jriss” penész kulturabdl kell kiindulni (amit még nem ,sanyargattak
meq”)
2. Inokulum lépcsd(k): a tenyesztés fokozatos méretnoveléséet
jelenti.

3. Fofermentacio — ket szakaszos — lasd a kovetkez6 diakat.
— "Fed batch” = rataplalasos szakaszos, glukoz limit
— Vagas: kb. 80.000 IU/ml ~5 % -os oldat

4. Feldolgozas, kulcslépése:

extrakcio: vizzel nem elegyeds szerves oldoszerrel kioldjak a vizes
fermentlébdl
Anren ‘531!Iﬂil!li=jm‘
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Fermentacio

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza van:

Els6 szakasz (kb. 40 h): a sejtek elszaporitasa, |0 tapanyag-
ellatas intenziv levegOztetes, keverés, elsddleges anyagcsere.

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

Tapanyagforrasok az els6 szakaszban:

— szénforrasok: néhany konnyen bonthato cukor (glukoz,
melasz), ami a szaporitas végére elfogy

— nitrogén: ebben a szakaszban még lehet NH, sok forma-
jaban, de az a |0, ha a vegeére elfogy

— foszfor: foszfatként annyit kell bemérni a tapoldatba, hogy

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

Shianias e BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Fermentacio

Masodik szakasz, termeld fazis: 120-160 h, tobbszo6rds tapanyag limit,

kikényszeritett masodlagos anyagcsere. . )
Erzékelje azt, hogy kevés a

Tapanyagellatas a masodik szakaszban: fapanyag...

— szénforras: limitacid (regen: nehezen bonthato vegytletek: laktoz,
kemeényitd, ma: glukdéz adagolas apranként, az oldott oxigen szint
alapjan)

— nitrogén: szerves vegyluletek, fehérje formajaban: kukoricalekvar,
szoOjadara, mogyoroliszt, esetleg kazein, halliszt — kis
koncentracio, apranként adagolva

— foszfat: jelenléetében nem megy a masodlagos anyagcsere, ezert
elfogyasa utan nem adagolnak tobbet

— penicillin prekurzor (eléanyag) : fenil-ecetsav, merések alapjan
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A penicillin fermentacio lefutasa

Folyamatosan mernek bizonyos anyagcsere paramétereket.
Innen latjak, hol tart a fermentacio es hogy be kell-e avatkozniuk,
120-160 o6ra (5-7 nap).

Penicillin titre

™~ Dissolved oxygen

Sugar feed rate

LT
L3

-‘-""'-—-.___-_‘__-—_!-_-_-- #'-____.--'""-—-
i —==
T Ammonia N
\ Time , |
| 2. szakasz: penicillin termelés. Allandésitjak a tapanyag és O,
1. szakasz: sejtszaporodas. hianyos allapotot.
Nagy mennyisegl nitrogen
és oxigén fogyasztas (aerob 30
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Prekurzor

Olyan keéemiai szintézissel eldallitott vegyulet, amit ,készen”
adunk a mikroorganizmusnak, és az beepiti a termék molekula-
ba. Igy a tenyészetnek nem kell e molekularészt felépiteni —
anyagot és energiat takaritunk meg a mikrobanak.

Optimalis tartomanya van: 2-4 g/l.

I Mg
OCHQMC—N S\] G penicillin
] .
@CH2 C-—OH Fenil-ecetsav
‘ 31

"""""""""""""
’ '




Félszintetikus penicillinek
Az alapmolekulat a mikroorganizmus allitja el6, de ehhez szintetikusan
(szerves kémiai uton) olyan oldallancot kapcsolnak, amelyre fermentacios

uton nincs lehetdséq. _ e
Fejlesztes hajtoereje pl.:

A fermentalt alapvegytletek: * Szik hatas spektrum.
« Bomlékonysag.

Natural penicillins . ajergen hatasok.
« Rezisztencia kialakulasa.

O
I H S -
& C—N j Penicillin G | _
(Gram-positive cocci)
V/ A
O/ Ez csak a Gram-pozitiv kokkuszokra
hatékony és savra is erzekeny.
O
I H S i
O—CH,— C—N V j Per.uc:lllm- Vv
(acid resistant)
V
O
Y VR i 2
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Félszintetikus penicillinek

S__('{_H S\l Ampicillin
I 2 (broad spectrum,
NH, o acid resistant)
O
s 5 S\l Carbenicillin
I (broad spectrum)
COONa O//
NH, O
I I H s A il
HO C C—N \l MOXICINHIN
H (broad spectrum)
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A penicillin hatasmechanizmusa: szerkezet-

analogian alapul

D-Ala-D-Ala penicillin
H = Me a4 Irreverzibilisen
WS H R Me/ 4 i kapcsolédik egy sejtfal
e C f AN :
H . |17 terhalosito enzim
| , | kotOhelyéhez
ENZIM N : N
T e WA — a sejtfal-szintézis
N H b
Pl "~ . .
/~z N — a sejt nem tud noni,
N ¢ W' A osztodni, elpusztul
~ / 5 o
¥ i H
o S =
e 34
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A penicillin hatdsmechanizmusa: szerkezet-analdgian alapul

F group
oH3
CH
Chain 1 -—"2
rH MH
C - - CH3
_H
i
C
a )
Beta lactam ring ) D-alany FO-alanine

Penicillin
The four memhber beta lactamring is attached to a five member ring. The B groupwill determine
the spectrum of activity. The structure of D-alanyk C-alanine is given for comparison.

A baktérium sejtfalanak szintézisét (elballitasat) végz6 enzimnek egy D-alanil-D-alanin
peptidlanc véget kellene a sejtfal terhalositasahoz megkétni (jobbra): ha ehelyett egy penicillin
molekulat kot meg (balra), akkor nem tudja elereszteni tdbbé, és ezzel az enzim molekula
hasznalhatatlanna valik.



A szekunder metabolit gyartas 0sszefoglalasa

TOrzsfejlesztés:

a ceélzott genmanipulacio tul bonyolult, mert a bioszintézis
nagyon sok lépésbdl all, és sokfele szabalyozas érvényesiil.

A klasszikus mutacios — szelekcios modszert ismételgetik
évtizedeken keresztill. Lassan eléri a hatarait.

Technoloqia:

Kétszakaszos fermentacio, elébb sejtszaporitas, azutan termek-
kepzés

Piaci helyzet:

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