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Előzmények

BME F-Labor: bioMÉRNÖKI képzés egyik oszlopa = Biotechnológiai Kísérleti Üzem

UPSTREAM:
0,001L – 300L fermentorok, 
autoklávok, bekeverő tartályok

DOWNSTREAM:
5 féle centrifuga,
2 féle szűrő
2 féle sejtfeltáró
2 fehérje kromatográf
1 bepárló
1 porlasztva szárító

Rekombináns fermentáció korábban: Pichia pastoris mut+ (<2005)
-HSA expresszió
-PDOR expresszió
-ATIII. Eexpresszió

Források 20% pályázatok, 80% ipari megbízás
Ballagi András dr. Richter -> BME (2014) – Pharmatech Model Laboratory: 

„A fehérjekutatók gyakran szembesülnek azzal, hogy az általuk kutatott fehérje expressziója az E.coli gazdaszervezetben
nagyon alacsony és így még a teljes rendelkezésükre álló rázottlombikos kapacitásuk (tipikusan 3-5 liter) sem elegendő, 

hogy elő tudják állítani a szükséges mennyiségű fehérjét (tipikusan 50-120 mg).”  CÉLKITŰZÉS



Célkitűzés

Potein Expression Scale-up Service:

amit nyújtunk: -léptéknövelt fermentáció+sejtelválasztás+sejtfeltárás(+előtisztítás)
-10x-100x több fehérje pár nap alatt
-esetenként fajlagos kihozatal növekedése (mg fehérje/g sejt)

amit nem nyújtunk: -optimálás
ami szükséges: -oltó sejtvonal 

-plazmid stabilitás
-működő laborleirat/labor tapasztalat

PROJEKT CÉLJA – igazolni 5 különböző fehérjére a fentieket



-Partner: Dr Szabó Mária (ELTE)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21 - GFP
-indukció: IPTG
-szelekció: Amp
-Media: M9 minimál
ÁLTALÁNOS PROTOKOL:
200ml előtenyészet->1L inok->20L(->200L)
8h növesztés 37°C + 3h indukció 30°C, 0,5vvm
Kihívás: automatikus oltás, gyors hűtés 

gyors hideg centrifugálás (proteázok)

Rendszer kialakítása – teszt projekt



Projekt 1 – hrpWto-His6                        
expressziója 20L-ben

-Partner: Dr Szarka András  (BME)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21
-indukció: IPTG
-szelekció: Amp
-Media: LB

Eredmény:
(ref.:Lombik: 0,4mg prot./L)
20L: 7,2mg fehérje/20L =>~20x kihozatal

CÉL: növények kezeléséhez elegendő fehérje eá.



Projekt 2 – hrpZto-His6                        
expressziója 20L-ben

-Partner: Dr Szarka András  (BME)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21
-indukció: IPTG
-szelekció: Amp
-Media: LB

Eredmény:

20L: 45mg fehérje/20L

CÉL: növények kezeléséhez elegendő fehérje eá.



Projekt 3 – Mtdefensin5-His6                        
expressziója 20L-ben

-Partner: Dr Szatmári Ágnes (MTA ATK NÖVI)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21
-indukció: Anhidro-tetraciklin
-szelekció: Amp
-Media: LB

Eredmény:

20L: 120g nedves sejt



Projekt 4 – E5-Ubq fúziós minifehérje
expressziója 20L-ben

-Partner: Dr Szabó Mária (ELTE)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21
-indukció: IPTG
-szelekció: Kanamicin
-Media: M9 minimál

Eredmény:
(ref.:Lombik: 1-1,5mg prot./L)
20L: ~120g nedves sejt

105mg fehérje/20L =>~5x kihozatal



Projekt 5 – Podocin-GST
expressziója 20L+200L-ben

-Partner: Stráner Pál (ELTE), Dr Tory Kálmán (SE)
-Gazdaszervezet: E.coli BL21
-indukció: IPTG
-szelekció: Amp
-Media: LB

Eredmény:

20L: 105g nedves sejt/14L, 2,3x kihozatal növ.
200L: 140g nedves sejt/30L

200L Kihívások: 
-desztilált víz!
-gyors lehűtés (jeges ballonok)
-centrifugálás gyűjtő tartály - visszasterilezés



Különböző tenyésztések összehasonlítása
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Turbiditás és OD adatok összevetése 

Projekt1-20L Projekt2-20L Projekt3-20L Projekt4-20L Projekt5-20L Projekt5-Lombik Projekt5-200L



Összefoglalás

-Sikerült 5 különböző konstrukciót léptéknövelve előállítani
-a 200L-re ritkán van igény (kg)
-a downstream-et mindenki szívesebben végzi „otthon”

Év végéig: 
-homogenizátor beüzemelés
-ioncserés előtisztítás beüzemelése



Köszönetnyilvánítás

Köszönjük az MedInProt „Tavaszi Lendület” programjának az anyagi támogatást!

Köszönjük a megbízóknak a lehetőséget és a törzseket!

Köszönjük szépen a megtisztelő figyelmüket!

http://f-labor.mkt.bme.hu


