BIOLOGIA és BIOTECHNOLOGIA
0. rész

El6ado: Ballagi Andras, c. egyetemi tanar
Richter Gedeon NyRt. - BME

Irasos segédanyag talalhato a:
http://oktatas.ch.bme.hu
/oktatas /konyvek /mezgaz
/Biol-biotech-vegyész-MSc cimen

= TobRIpip] = | EWY PPHRHE FWE b -
: '_!F'E'Eiﬁ.'-'l‘ﬁﬂﬂ';ﬁﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszeék

:.' (LAl WTIs




A tananyag szerkezete:

Mikrobiologia

Mikrobiologiai

modszersk

AT QEZRADK,
L3n. eszndnT

Biokéemia
Angbolizmus
CHE soimazis

Fatabolzmus
SEETs KMikrohiol.
Chraiosr tirtenete

Imolzas,

EiSlanysk
falosziazs

Biotechnologiai
Miiveletek

Feldoigozas

Sterilezesieliarasok
Levagoztates, Kevaras

Szaporodas,
Tenyesriesimodszerek

#—— Bioregitorok

Sejtalkotok

MEMFANE —
wanszp. Ty
ONS ioromaszama
chagiazma

Disfinicio
Tornanate

Fatai

Sejtzzervecske

Biotechnologia

i " nivisisil = .

T

Aktivitast befolyasolo
T.él'll,l'EI-EI"k {oH, Homersetier, sth,
Heterogen fazisu

enzimreakciok ——=

Immobizalas
modszersi

Reskciokinetiks

(Michasis-Maman ——*
Srigge-Hadana)

Enzim nevezektan — 5

Inhibicio — sktivacio —

Enzim katalizalt
reakciok

>

enzimek osztalyozasa

Biote Aliai Imazasok
Antibiotikumok

srtermdok

Vakcinak

Monoklanzalis antitestek

Szervessavak estermakeik
(Tajsav, Borostyankosav, stb.)

Glicerin estermekei

Rovarirtas

Enzimek falhasznalass

enzimvizsgalati modszerek

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek



Antibiotikumok

Az antibiotikumok szelektiven toxikusak. Az eukariota s ejtek alkotoira és
molekulaira nem hatnak, igy azokat nem befolyasoljak

A prokariotakon sokféle hatas létezik. Egyes antibiot Ikumok a
a sejtfalat tamadjak, a trans zkripcio enzimeit v. faktorait

a sejt membrant, a DNS replikacio enzimeit,
a bakterialis riboszémakat, a bakteridlis  anyagcsere enzimeket.

Pl. penicillin, ampicillin, amoxycillin, methycilli n

Inhibitalja a peptidoglikan sejtfal sintezisét vegz
sejt lizist idéz el 6. (Bacteriocidal , azaz baktériumdél 6 hatas)

0 enzimet. Ezaltal

Szik spektruma van, f 6leg Gram +-okra hat, Gram - baktériumokon

csekély hatas.
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Penicillin termelés

A penicillinta Penicillium chrysogenum fonalas gomba termeli. A
termeléshez laktdz, egyéb cukrok és nitrogéenforras ke 1.

Akarcsak a tobbi
antibiotikum, ez is
szekunder metabolit, vagyis
ctose cells - legjobban a stacioner

- fazisban termel odik.

4 A termelés Kevert Tank

Reaktorban (STR fermenter)
. torténik fed-batch eljaras

4 keretében, amely elnydjtja a

stationer fazist, nbvelve a

o 1 termeleés idejét.

Time (days)

amounts
L

A penicillin termelés kezdetben 1 mg/lit. volt, manaps ag 50 g/lit. is lehet.
Torzsfejlesztéesi modszerekkel tovabbi ndvelées a ceél és a COG
csOkkentese.
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A penicillin termelés folyamatabraja
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A tapoldat szénforraskent es A tapoldatot magas
nitrogenforrasként kukorica lekvart hémérsékleten és nyomason
tartalmaz, valamint tiszta glukozt. sterilezik , pl. 1,2 bar, 1210C.

Magas h 6mérséklet es rovid id 6
hasznalatos, hogy az érzékeny
komponensek degradaciojat

meg lehessen akadalyozni.

A szervetlen sok: magnézium szulfat,
kalium foszfat, natrium nitrat és
nyomelemek. Ezek esszencialisak a
gomba anyagcseréjéhez.
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A penicillin termelés folyamatabraja
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A termel 6 gomba tenyésztése

A tenyesztes soran a glukozt lassan
adagolva taplaljak be, mert a magas
cukorkoncentracioé csékkenti a penicillin
termelest.

Tipikus tenyésztési paraméterek:
Homeérséklet 20-24 °C, pH 6.0 és 6.5
koOzOtt .

Erdés keveres kell a homogeén viszonyok
elérésehez.




A penicillin termelés folyamatabraja
Sejtelvalasztas

| %
15 "
T i i
- . P2/ AF-102
5103 | 3110 Air Eikration
L T T Ry IUU']_’_,—?— —»J
Blending ¢ Storage Medium . 5111 parsmam 3120 = "
Pd M Hea1 Sterfization La "
Mixing + it
5 |_‘:j_,‘—a o
5118 e . 'l
Ni=r"1 . 51 Faall (B A P2 | FX-101
| ¥ s P :] f Remowal Biomass Cooing it
P2 iw-i02 S-113 Femmeniation P';;r"::ﬂ i
Blending [ Storags Glucose -
o113 Gtta Py AF-101 . e =
Air Fittration [ % 5161 -155 ¢
t O,
. ) P22 ! MX-102
- -+ I
- b EE; 3188 [NEs Acidification  S-154
Gas Cormpressicn i - o
it ® |« & P-23 | CK-101
S-r’ﬁ H 5183 Cenfrifugal Exiraction
T oo 53 P-4 § WK-104
L4 = & Meutralization  5_q50 T
5-165 P35 | y-104 S-162
Re-sctraction + Crystallization
o 1?5
ol posiECFam e e, s
=':3-i FEDR-10 3188 5-173 N 5158
Easket Centrifugation i b
S-177  Fluid Bed Drying I :
5172 P-23 / Wx-103
e N Adding Fresh Butyl Acetate
8 (* H ] i o
1 T = L 1
H i P-27/CSP10t  S-182 ' P
- - e I
M e — COTOERLIONDY P23 | MX-105
232 /Y105 S 4 Meutralizaton
Siorage Penicifn Sodum Salt

|:l'5

E = ]
k3 |
-"I

Risasenn '% [ERRnnaRARRRE 2 ﬁp| BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék




Sejtelvalasztas

A szlrés elvalasztja a gomba o
micéliumot a fellluszotol, ami a
terméket tartalmazza. Forgédobos
vakuumsz urot alkalmaznak
folyamatos Gzemmaodban.

8bund - yoog

Nem-oxidalo savat pl. foszforsavat
alkalmaznak a penicillin aktivitasanak
megorzésére. A pH 6 és 6,5 kozott

kell legyen.
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A penicillin termelés folyamatabraja
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Penicillin extrakcio

A penicillin oldhatosagat amil-acetat

v. butil-acetat adagolassal novelik.
Majd extrahaljak kloroformmal, vegul
éterrel.

A szennyez 6dések rendre a masik
fazisban maradnak. A tiszta penicillin
mar nagyon nagy koncentracioban

van az éterben, igy natriumbikarbonat
adagolas utan kikristalyosithato
natrium so formajaban.

A szilard fazis eltavolitasa kosaras
centrifugaban tortenik.

3] "--I b
Runsenniase = INAAINL = poatninsst e

tﬂ| BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek

12



A penicillin termelés folyamatabraja
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Penicillin szaritas

Eltavolitja a maradek nedvességet a jobb
eltarthatdsag erdekeben.

A fluidagyas szaritéban forré gazt
aramoltatnak a vakuum keészilék aljatal,
ahol a penicillin por talalhato.

A nedvesség tavozik és egy sokkal
szarazabb allapot jon létre.
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Szteroidok ,csaladfaja” az emberi szervezetben

Mineralo kortikoidok
(21 szénatom)
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Szteroid konverziok

A szteranvazas vegytletek el o6allitAsa soklépéses, hosszadalmas

folyamat.

Egy-egy lepésben csak egy kis szerkezeti részt valtozta  thak meg,
(sztereo)szelektiv atalakitasokra van szukség

Erdemes megprobalni enzimesen. Az iparban kémiai és b iologiai Iépések
valtogatjak egymast.

nvugvo sejttémeg enzimtermelés konverzio
» induktor hozzaadasa » szubsztrat » termek
(szteroid v. analog bevitele
molekula

Minden konverzios Iépéshez kulon torzset kell keresni

A szlikséges enzimeket nem izolaljak, hanem nyugvosejte s
tenyészetben hasznaljak.
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Technoldgiai lepések 1.
1. Oltas
2. Sejtszaporitas a torzs igényeinek megfelel 6 tapoldaton.
3. A sejtek elszaporodasa és a taptalaj részleges kim  ertilése utan a
konverziohoz sziikséges enzimet indukaljak - induktor any agot

adagolnak: pl. szteroid szubsztrat, naftol szarmazék.

Az indukcio hatékonysagat enzimaktivitas
méréssel lehet ellen orizni. 10-24 6ra

e _.“-‘;“ /
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Technoldgiai lépések II.

4. A szteroid szubsztrat adagolasa
Komoly problémat jelent, hogy a szteroidok rosszul olddédnak v izben,
ezért azokat kulonb6z 6 technikakkal viszik be a fermentlébe:

A szubsztratot felveszik olddszerben (pl.: etanol, mert az nem karositja
a tenyeszetet), és lassan a fermentorba engedik. A szt  eroid kikristalyosodik a
vizes fazisban

vaqy:

Olajokkal , tenzidekkel és detergensekkel megolvasztjak a szteroidot
(sterilezik), és az olvadt anyag apro cseppekre diszpe  rgalhatd (emulzid
kepzés). Leh ltve az apro cseppekb 6l apro szemcseék/kristalyok lesznek,
nagy fajlagos feltlettel.

vagy:
A ciklodextrinek alkalmasak apolaris jelleg G molekulak befogadasara, igy
a szteroidokkal is zarvanyvegyiletet képeznek (reverzib ilis folyamat).

A szabad és kotott molekulak kémiai egyensulyban van nak.
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Technoldgiai lepések llI.

A mikroba az oldatbol felveszi a szubsztratot, atalakit  ja, es leadja a
termeéket. A termék is rosszul oldodo szteroid, koncen tracidja gyorsan
eléri az oldhatosagi hatart, és ez is kikristalyosodi k a fermentléb ol.

- Kiristalyfermentacio

5. Feldolgozas

A szteroid egy része oldott, a masik része szilard fazisba  n van, ilyenkor
rendszerint teljes/total extrakciot vegeznek er  6sen apolaris oldoszerrel
(pl. diklér-metan), amely minden apolaris anyagot k  iold.

Az oldbszer lehajtasa utan vegyes anyag marad vissza ( pl. maradék
szubsztrat, termék és mellektermekek egyiitt).

A kbvetkez 6 lepésben olyan olddszert alkalmaznak, mely szelektive n
old ki egy komponenst = ez a szelektiv-, vagy differe  ncial-extrakcio.
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Mycobacterium smegmatis
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A, 85% H,PO, +H,0
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Szitoszterin

5-6 nap, 11-12g/L, 70% konverzié, 1-3% inokulumm
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Az antitestek fizioldgias szerepe

\ / Y alaku feherje, amely a B limfocitak
feltleten keletkezik es igy kertl a

bacteria ygrhe. Magat a folyamatot az antigén
(virus, baktérium, rakos sejt, idegen

test, parazita) megjelenése hatarozza
meg.

Az antitestek nagyon specifikusak !

| o O)Q
macrophage—_ ©
Academy Artw orks

Amikor pl. egy baktérium bekeril a sebbe,

a B limfocitak kieresztik az antitesteket, amelyek ha

tastalanitjak a
bakteriumokat és bejuttatjak  6ket a falo sejtekbe.
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Az antitestek szerkezete
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Mesterségesen el oallitott antitestek a tumor terapiaban

A mesterseégesen el 6allitott antitestek un. monoklonalisok (Mab) mert eg y
sejtvonal termeli 6ket és ezeért egyformak.

1 Biotinylated 3

Neked MAL  * radioactive ligand Multistep targeting
 [ace] & @ 1. Kbzvetlen Mab hatas
« | COC - . — .
pl: Antitest fugg o0, sejt
Radionuciide *. medialt citotoxicitas

| 2. Immun konjugatumok
A T a8y pl: Antitest iranyitott
; ‘ | enzim prodrug terapia

Immunocytoking | &

3. TObb lépéses célzas

| Immunotoxin |

wrvarimo —L | S

ADEPT] /N —

i-ri'rm ﬂnl.pﬂm_
« Prodrug Dnug bt el

Immunoconjugates
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Ervek a Mab-al valé kezelésekkel kapcsolatban

Mellete

Ellene
Szajon at nem adhato .
Magas sziukseges dozis .
Immunogenicitas .
Gyenge behatolas szilard .
tumorokba

Lehetseges keresztreakciok

mas szovetekkel

COG
Lehetséges virus fert 6zés

Nehézsegek a nagyleptek
termelésben

Biztonsagossag
Magas szelektivitas
Erés hatas

A lehetseges céelmolekulak
szeles valasztéka
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A Mab-ok torténeti fejl o6dese

Chimeric Humanized Human
Ab Ab Ab phage

100% 60-70% 90-95% 100% 100%
mouse human human human human
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Monoklonalis antitestek elnevezésének rendszere

”

cel
-0(s)- bone
-vi(r)- viral
-ba(c)- bacterial
-lifm)- immune
-le(s)- infectious lesions
-ci(r)- cardiovascular
-mu(l)- musculoskeletal
-ki(n)- interleukin as target
-co(l)- colonic tumor
-me(l)- melanoma
-ma(r)- mammary tumor
-go(t)- testicular tumor
-go(v)- ovarian tumor
-pr(o)- prostate tumor
-tufm)- miscellaneous tumor
-neu(r)- nervous system
-fox(a)- toxin as target
-fu(ng)- fungal
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forras utoétag

human -mab
mouse

rat

hamster

primate

chimeric

humanized

rat/murine hybrid

Abciximab egy gyakran hasznalt

gyogyszer a verlemezkeék
osszetapadasanak megakadalyozasara.

A sz0 szétszedheto:

ab- +

=Ci- + -xi- + -mab.

Vagyis: egy kiméra monoklonalis
antitest, amelyet valamilyen sziv és
érrendszeri betegség kezelésében
hasznalnak.
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Monoklonalis antitestek termelése - upstream

-

A
> Vial Thé/

Inoculum
Expansion

J

HEAT |

50-Liter

Media

Pasteurizer 500-Liter

5000-Liter

20,000-Liter
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Monoklonalis antitestek termelése - downstream

Transfer to
Purification « Jﬁ « «
Suite

i Disc-Stack
Virus rProtein A Dep;g;gter Centrifuge
Inactivation Dia: 1 meter
CV: 236 L
Bed: 30cm
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Monokldonalis antitestek termelése — downstream

4 l l d
Cation Exchange
Dia: 1.6m

CV: 600L
Bed: 30cm

1.B.1
CryoPreservation
System
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Intermediate
Storage

Bulk
Filtration
(BDS)
3m?

4 l l 4
Anion Exchange
Dia: 1.6m

CV: 600L
Bed:30cm

=,

=

(folyt.)

»ﬁ»

Intermediate F.Iv'ra.ll
Storage iltration
20m?

4

(=

UF/DF Step Intermediate Hydrophobic
80mz2 Storage Interaction
Dia: 1.6m

CV: 600L

Bed: 30cm
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Bioldgiai rovarirtas — Inszekticid termelés

Felfedezése: Bacillus thurlguen3|s:  Sporazik és...
1901 Ishiwata Shigetane , T

|zolaladsa, leirasa:

1911 Ernst Berliner

Termelésbe allitasa 1958

S8

... Endotoxint termel

Sporazaskor kristalyos
O-endotoxint termel
(Ez a Cry protein, amelyet a

cry gén kodol, plazmidon

helyezkedik el.)
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Hatasmechanizmus — B. thuringiensis

A Crystal E Dissolving of crystals and = Toxins bind to receptors
activation of torins in gut epithelium

+
&-endotasin . Brooromin m ..f-
Receptors

@} ‘l o~ F'E-rF-:F-ratit-:-n
. . Tovi or gu
Activated togin ':'”""” membrano

O Sp -:-re-ti : ‘?
qerminate an
bacteria pr-:-llfe-ratei ‘;‘*

A mérgez 6 hatas mechanizmusa B. thiringiensisnél
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Hatasmechanizmus — GMO ndveny

E Diszolving of crystals and = Touins bind to receptors
activation of toxins in gut epithelium

+
&-endotasin .~ Bro-romn m..f-
FReceptors

@} 1 F F'E-rf?ratit-:-n
. . Towi af gu
Activated tozin ':"'"'"” membrane

JErmina®mnd
bach®a proliferate

Mechanizm of toxicity of Bt
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Hatasossag

1. Bacillus thuringienSiS Kurstaki. Dipel ES hatékonysaga fehérlepke larvak ellen fejes
A BT kurstaki torzs csak a | repaSEAbAn fENRac e 2007
lepkehernyok ellen hatekony »-

toxinokat allit el 6. A legnagyobb T |
hatékonysaggal (90% folott) a = ] - — |
lombfogyasztd szov 6lepke hernyok [ | b
(pl. gyapjaslepke, amerikai feher }_f_..
medvelepke, kaposztalepke hernyo) ot I
ellen m Gkodik. i

Hatékanysag

bt Dipel EE Kz, utin ElS larvak szama atl, Db/ts

A nap Diped ES kez. ulin

2. Bacillus thuringiensis tenebrionis. e
A BT tenebrionis toxinok csak a levélbogarak,

és ormanyosbogarak larvaira hatnak.

(burgonyabogar, sz 6l6 levelsodro stb.)

3. Bacillus thuringiensis israelensis. k0zegészségugyi
kartev 6 mentesitésben, a szunyoglarvak elleni
biologiai védekezésre hasznaljak.
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