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Prumyslové mikrobiologie

Moderni primyslova mikrobiologie ma zacatek az
v technologii vyroby penicilinu, vyvinuté ve 40.
letech 20. stoleti
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Klicové problemy mikirobnich
vyrob

Vybeér a uprava vlastnosti produkéniho
organismu

Vybeér a zajisténi vhodné vychozi suroviny

Optimalizace podminek ristu mikroorganismu a
tvorby produktu

Konstrukce vhodnych vyrobnich zarizeni



1) Vyber produkcnino kmene

Cile slechteni

1) ZvysSeni vytézku zadané latky

2) Potlaceni vzniku doprovodnych (kontaminujicich)
latek (predevsim téch s vedlejsimi ucinky)

3) Zména metabolismu, aby nebyl nutny drahy
induktor

4) Prinutit organismus k produkci i za represivnich
nebo inhibicnich podminek



Metody slechteni
mikroorganismu

Indukce a selekce

Mutageny chemické a fyzikalni

Hybridizace

Degenerovany produkcni kmen x zivotaschopny kmen
s malou produkci

Nejcastéji fuze sféroplasti/protoplasti

Rekombinace DNA
Nejmoderné;jsi zpusob slechténi



Nevyhody mikrobnich vyrob

geneticka promeénlivost a nestalost viastnosti

» V dusledku mutaci muize v populaci vzniknout
varianta méné produkéni, ktera puvodni kulturu
preroste

» Nutné pravidelné testovat vlastnosti inokula

» Vhodné je udrzovat kulturu pod selekénim tlakem —
antibiotika, auxotrofie



2) Vychozi suroviny

Primarni
Pfimo z vychozich materiali — kukurice (Skroby), sacharidy

(sachardza, glukdza, xyloza), celuldza, rostlinné oleje, miléko,
ropa

Sekundarni

Vedlejsi produkty nebo odpady ze zpracovani primarnich
surovin — melasa, kukuricny vyluh, syrovatky, bramborova
voda, lignocelulézovy odpad, odpady zivocisSné vyroby, ...

Produkty jinych mikrobnich vyrob

Slouzi pro vyrobu etanolu, metanolu, glycerolu nebo pro
biotransformace



Lignocelulozovy odpad

Predbézna uprava
Rozdéleni na lignin, celuldzu a hemiceluldzy
e nasekani Ci rozemleti na mensi castice

e odstranéni ligninu a hemiceluldz v kyselém nebo zasaditém
prostredi

Hydrolyza celulézy na jednoduché cukry (zcukreni)
e pomoci kyseliny sirové nebo

e enzymaticky — amylazy, celulazy, galaktazy, xylanazy a dalsi

Fermentace glukozy

Vyroba etanolu nebo biomasy (krmnych kvasnic)



Simulianni sacharifikace a
fermentace (SSF)

» nastaveni kompromisnich podminek pro sacharifikaci a
fermentaci

> nejcastéji se provadi v nékolika za sebou fazenych
temperovanych nadobach, pricemz

» v prvni nadobé (resp. v nékolika prvnich nadobach) jsou
podminky nastaveny blize optimu pro sacharifikaci

» v posledni nadobé (resp. v poslednich nékolika nadobach)
jsou podminky blizsi optimu pro fermentaci

Predpokladem pro SSF je dostupnost bunék (kvasinek)
tolerantnich k vyssim teplotam. Teploty az 40-60°C + enzymy,
které zarucCuji rozloZzeni dlouhych retézcu celulézy a
hemicelulozy
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CBP = Consolidated bioprocessing

Zpusob kdy jsou sacharifikace a fermentace provadény jednim

druhem organismu

- kvasinkami, které jsou schopny jak

v ’ o V4 V4
produkce potrebnych enzymu (celulazy, xylanazy), tak
[ o
metabolismu cukru na etanol.
Zkratka Nazev/vyznam
CRLLULOSE e HEMICELLULOSE EG endoglukanaza, enzym $tépici celulézu (celulaza)
BGL 00K @' OO0 CBH celubiohydrolaza, enzym §tépici celulozu (celulaza)
O OOOERX @é‘ BGL B-glukozidaza, enzym Stépici celulozu (celulaza)
e @ ~L R TUOOLAIUU Xylanase enzym §tépici hemicelulozu
“ 'y p-xylosidase
\ 7~ . B-xylosidase enzym Stépici hemicelulozu
Hemicellulase
production EG gene
: CBH gene
BGL gene geny zodpovidajici za produkei daného enzymu

l,,
ETHANOL

Xylanase gene

B-xylosidase gene

HASUNUMA, Tomohisa a KONDO, Akihiko. Consolidated bioprocessing and simultaneous
saccharification and fermentation of lignocellulose to ethanol with thermotolerant yeast

strains. Process Biochemistry. 2012, 47
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3) Vyrobni proces

Viz samostatna prednaska —
Biotechnologicky proces

4) Konsirukce vyrobnich
zarizeni

Viz samostatna prednaska —
Biotechnologicky proces
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Enzymoveé inzenyrsivi

Ziskavani enzymu a jejich upravy vhodné pro
praktické aplikace, optimalizace jejich pouziti
v nejruznéjsich oblastech lidské ¢innosti a
snaha o konstrukci umélych enzymu

Je to chemicka technologie
nebo biotechnologie?
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Jak se ziskavaji enzymy?

Zdroje |zolace
> rostlinna pletiva » HPLC
> tkané zivocichu > Elektromigraéni metody
» mikroorganismy » Afinitni chromatografie

Vétsina enzymu mikrobialniho puvodu je
extracelularni

» Nachazeji se v kultivachim meédiu
» Jejich izolace je snadnéjsi
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Nejcasteji produkované enzymy

Hydrolaza, stepi Skrob az na glukozu

r Glukoamylaza

kAzu na fruktozu

NMme A__meni g
Proteaza, specificky stepi

mlécnou bilkovinu k-kasein
\\Glukoizomerézﬂ ﬁmo@

» Prvni velkovyroba — rok 1890
» Hydrolyza skrobu na glukézu extraktem z plisni
> Sirsi zavadéni do pramyslu az po 2. svétové valce
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Nejcastejsi prumyslovi
producent|

Bacillus subtilis var.
B. licheniformis var.
B. coagulans
Micrococcus lysodeikticus

Streptomyces olivaceus
S. olivochromogenes
S. rubiginosus

Aspergillus oryzae
A. niger
Rhizopus oryzae
R. stolonifer

Mucor hiemalis
Tricoderma reesei
Mucor miehei
M. pusillus

Claviceps purpurea

Penicillium chrysogenum

Saccharomyces
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Produkce bakierialni a-amylazy

» Jedna se o vnitrobunécny enzym

» Bacillus subtilis nebo B. amyloliquefaciens nebo
B. licheniformis

> Submerzni kultivace

> Inokulum = ¢ista kultura s 250 nasobnou
produkci nez byl puvodni kmen

> Exprese indukovana laktézou = v médiu musi byt
nizka/vysoka koncentrace glukozy

operonu z prednasek MolBiol

(Zopakujte si regulaci Iaktézového}
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Proces fermeniace a-amylazy

» Objem fermentoru je 4 500 az 135 000 litri
» Fermentace probiha 4-6 dnu

» pH média=7,0

» Pufrem je uhlicitan vapenaty

> Teplota média 30-40°C

» Produkce a-amylazy zacina v okamziku, kdy je
hustota kultury 109-10'° bunék/ml

> Nejvyssi produkce na konci \ ooooo

log faze rustu pred
zahajenim sporulace bunék ;|
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Sklizen a priprava a-amylazy

» Zabranéni degradace enzymu = rychlé zchlazeni
meédia na 5°C
» Sbeér biomasy centrifugaci

> Degradace bunék, flokulace zbytku
fosforecnanem vapenatym

» Precipitace enzymu acetonem nebo etanolem
nebo amonium sulfatem nebo siranem sodnym

> Frakcni precipitace = nejCistsi produkt

» Tekuta forma obsahuje 2% enzymu
» Pevna forma obsahuje 5% enzymu

21



Schéma vyroby a-amylazy
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4 Fractional
precipitation $ precipitati
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Industrial Production of Enzymes (With Applications) | Biotechnology (biotechnologynotes.com) 25



https://www.biotechnologynotes.com/enzymes/industrial-production-of-enzymes-with-applications-biotechnology/13928

Produkce a-amylazy z hub

» Aspergillus oryzae  » Procesy obdobné jako
> Aspergillus niger u bakterialni a-amylazy
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Dal$/ produkty A

» amylazy
> hydrolazy
» proteazy

: » Organické kyseliny
KYSELINA (]
BIEI}QMNOVA > citronova (E330)
' » glukonova

» Produkty fermentace
> Saké
> Sojova omacka
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Dalsi vyznamné houby

?i 1o ' 8

AN

» Rhizopus stolonifer
» k. fumarova, citronova, mléecna
» steroidy

» Mucor hiemalis
> k. fumarova, citronova, mlécna
> steroidy

» Claviceps purpurea
> Alkaloidy
» ergotamin a ergometrin

25
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Stabilizace enzymu

Stabilita enzymu je mnohdy
limitujicim faktorem jeho pouziti

N

» Pridavkem nizko nebo vysokomolekularnich latek
» Chemickou modifikaci

» Vytvorenim pricnych vazeb v molekule

» Denaturaci a znovusbalenim (refolding) molekuly
» Vazbou na polymerni nosic

> Proteinové inzenyrstvi
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Voiné x imobilizované enzymy

K nevyhodam volnych enzymu patri

» Nestabilita
» Jednorazovost pouziti

> Prechod enzymu do reakéni smeési a
nutnost jejich odstranovani

Imobilizované enzymy = biokatalyzatory
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Imobilizované biokatalyzaiory

Biokatalyzatory - biologicky material, ktery ma
schopnost transformovat urcity reaktant
na produkt, aniz by doslo ke zmeéne jeho
samotnéeho

Imobilizace = proces, pri kterem je enzym
nebo bunka, pripadne jeji Cast, preveden na
formu heterogenniho katalyzatoru

» Enzymy
> Zivé bunky
» Mrtve bunky
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Vvhody imobilizace

» Vyssi ekonomika procesu
» Kontinualni operace
» Lepsi kontrola reakci

» Moznost soucasného pouziti
nekompatibilnich enzymu

> Delsi doba aktivity enzymu

» Rychlejsi separace produktu a substratu
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Metoady imobilizace = |

1. Zabudovani v polymerech

- zapolymerovani do matrice gelu

- dispergace v prostiredi biopolymert

- polymerni membrany | Lkatalyzétor }

G 6 @ © O membrana ]

Mikroenkapsulace — uzavreni biokatalyzatoru
membranou do mikrokapsuli — tvorba emulze

31



Metody imobilizace = Il

2. Vazba na pevny nosic

adsorpce

» nekovalentni vazba pomoci H-vazeb na inertni
nosic

> elektrostatickymi interakcemi na ménice iontu

» nespecifické interakce hydrofobnich skupin,
pseudoafinitni interakce...

LI



Metody imobilizace = Il

2. Vazba na pevny nosic

kovalentni vazba

» modifikované prirodni polymery (celulosa, dextran,
agarosa...), pripadneé i syntetické polymery
(polyakrylaty...)

CH,OH

NH,~NH,
B
HCI

Cellulose—O-CH,COOH Cellulose-O-CH,COO-CH,

NaNO, Enzyme
Cellulose—O-CH,~CO-NH-NH, T Cellulose-O-CH, CO-N; ———»

Cellulose-O-CH,~CO-NH-Enzyme

Cellulose
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Metody imobilizace - IV

3. Tvorba agregatu bez pouziti nosice

» zesitneni molekul enzymu pomoci bifunkcnich
cinidel, nebo jejich vazbou na molekuly jinych

inertnich proteint (mezimolekulova vazba - tzv.

cross-linking)
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Muliienzymové sysitemy

VysSsSi generace enzymovych katalyzatoru

» Imobilizované multienzymoveé systemy
» Enzymy vazané na membrany

» Imobilizované organely

> Imobilizované celé bunky

Ly oikroPY
2 punky sthin
- \ - YO
rede_‘(_;o e bunky
b
% \mo

> Po ukonceni rustové faze (autolyzované)
> V rustové fazi (zivé)
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Proc imobilizované bunky?

» Odstranéeni pracnych a nakladnych izolaci a purifikaci
enzymu

> Stabilizace enzymu v pfirozeném prostredi bunky
» Moznost vyuzit celé metabolické drahy

> Chemické reaktory Snizeni velikosti a

> Kontinualni procesy na ‘ navk’ladlf na vyrobni
kolonach zarizeni

\ Lepsi kontrola
l \ procesu

Nizsi vyrobni naklady
Vyssi uniformita produktu

36



pouziti stejného mnozstvi bune
g %
K » (2

f‘y.I

Zaver

~

Pouzivani imobilizovanych bunek
umoznuje optimalni vyuziti
enzymovych systému a tim

zvyseni produkce metabolitu pri

k

/
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Kde se vyuzivaji imobilizované
bunky?

» Vyroba etanolu, piva

» Organické kyseliny a aminokyseliny

» a-amylaza

» Bacitracin

» Likvidace toxickych latek pri cisteni zivotniho prostredi

Bacitracin produkuji bakterie Bacillus subtilis
imobilizované v PVA (poly(vinyl alcohol) kryogelech,

| kdyz béznejsi je kultivace v tekutéem mediu.
Bacitracin je secernovan do meédia
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Maji imobilizované bunky
nejaké nevyhody ?

» Omezeni pristupu substratu = neni vyuzita
cela kapacita katalyzatoru

» Optimalni rychlost jen na povrchu

» Barierou je i biomembrana = nevhodné pro
makromolekuly

> Nezadouci reakce primeési dalsich enzymu
> Resenim jsou rizné kompromisy

> Intenzivni rust bunék = destrukce systému

» Meédium, které by udrzelo bunky pri zivotée a zaroven
potlacovalo rust a déleni? NEEXISTUJE

39



Enzymové micely

Ve vodném prostredi V nevodném prostredi

» Obracené micely

> Disperze enzymu v
nepolarnich
rozpoustedlech

» Moznost premeén ve
vodé nerozpustnych

g latek
% g tenzid

—0) Cono ) (= — I

polarni
cast

» Standardni micely
» Kondenzacni reakce
» Hydrolazy

» Oxidoreduktazy




Dvoufazové systémy

Urceny k enzymoveé preméne latek nerozpustnych ve vodeé

Organicka
faze

Vodna faze

» Smichani protrepanim

» Prechod substratu do vodné faze
> Katalyza

» Navrat produktu do organické faze

41
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Vvhoda dvoufazového systému

Zmenseny objem reakCni smesi

Snadna separace produktu i od
neimobilizovaneého enzymu

Priklady vyuziti

Transformace steroidu

Oxidace uhlovodiku

Konverze glukézy na etanol
Biosyntéza tryptofanu z indolu a serinu

42






Rostlinné biotechnologie

Rostliny — nejpestrejsi zdroj prirodnich latek

Produkty mnohastupnoveé biosyntéezy

Klasicky pristup Biotechnologie

44



Tkanoveé kuliury

Explantatoveé kultury péstovaneé jako
mikroorganismy

Zakladni teze

Témeér kazda somaticka bunka je totipotentni

U

Kultura bude produkovat totéz, co cela rostlina

45



Ktera rostlinna bunka neni
totipotentni?

Pylova
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Kultura bude produkovat totéz,
co cela rostlina?

Rostlina je diferencovana v Case i prostoru!

U

> Metabolismus sekundarnich metaboliti probiha
pouze behem omezenych vyvojovych stadii

» Metabolity vznikaji jen v urcitych pletivech
> Procesy jsou slozité regulovany

Znate priklady vyjimek?




Prevod do explantatu - stres

Dusledky

> Metabolit neni produkovan
» Produkce metabolitu je nizka
» Hromadi se meziprodukt

» Produkuje se néco jiného (aktivace alternativni
metabolické drahy)

Je nezbytna selekce vhodného , klonu*

48



Typy bunecnych kultur

Kalusova

» Je vychozi pro oba

typy

> Rozrezané kousky
rostliny na agaru

> Nepravidelny vyrustek
= kalus

> Subkultivace a vznik
nezavislosti

Suspenzni

» Vznika z kalusu po
ovlivnéni fytohormony
a snizeni prilnavosti
bunek

49



Suspenzni kultura

Nelze ji udrzet dlouho

> Prenasi se 5-10% inokula do ¢erstvého média
> Prenos po 2-4 tydnech
» Rust rychlejsSi nez v agaru (dny x tydny)

Pro delsi uchovani je vhodnejsi kalusova
Kultura

50



Typy kultivaci

Vsadkova Kontinualni
> Suspenze bunék v » Dlouha doba kultivace
bankach na trepacce > Fragilita bunék
nebo rolleru > Zmény metabolické
» Jen laboratorne aktivace
» Technologicky pro > Tvorba bunéénych
primysl nevhodné shlukt

» Delsi faze lagu a
odumirani

o1



Kompromisni reseni

Periodicka vyména poloviny objemu
nakultivované biomasy a média

> Pred ukonc¢enim exponencialni faze rustu
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Imobilizované rostlinné bunky

Pro velkoprodukci rostlinnych latek

» Umoznuiji ziskat suspenzni kultury s vysokou
hustotou bunéek

» Imobilizaci se zvysi zivotnost bunék
> Lze prodlouzit biosyntetickou aktivitu

Formy imobilizace

» Zabudovani do polymernich gelt
» Vazba na pevny nosic
» Uzavreni bunék do definovanych struktur
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Prednosti explantatovych kultur

Zkuste si je odvodit sami

> Rizené podminky nezavislé na plidé a klimatu
> Kultury prosté hmyzu a patogenti

» Kontinualni produkce bunék ruzného puvodu —
tropy, hory, vzacné, ohrozené

» Zvyseni produkce po selekci na bunécné urovni
» Uniformni produkty

» Produkce novych latek, které se v prirode
nevyskytuji
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Rostliny jsou vyuzitelné predevsim pro
produkci sekundarnich metabolitu
nepostradatelnych pro farmaceuticky

priumysl

SK)



Nejcastejsi produkce

Viz samostatna prednaska

Steroidni Iétki
ESaponinyj

56






Kuliury zivocisnych bunék

Kultura se vytvori po mechanické nebo enzymatickeé
dezintegraci tkané, nasleduje centrifugace a inokulace
do zivhého kapalného média s krevnim sérem

V kultivaéni lahvi bunky pokryvaji béhem rustu dno

Proteolytickymi enzymy se bunky uvolni a reinokuluji
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Srovnani zZivocisné bunky a
mikroorganismu

Vlastnost Mikroorganismus Bunka zivo€isna

Slozitost

Pevnost
Obal
Metabolismus
VyZiva
Kultivace

Rust

Jednoducha
Pevna
Bunécna sténa
Nezavisla

Glukoza + soli

Snesou i intenzivni
michani v roztocich

Rychly

slozita
Krehka
Plasmaticka membrana
Soucast organismu
Komplexni
VétsSinou pevné povrchy

Pomaly 59



Media pro zivocisné bunky

Glukoza + ionty + aminokyseliny + 5-20% krevniho séra

K ¢emu je zapotrebi krevni
sérum?

4 Slouzi k zajisténi

neidentifikovanych slozek
nezbytnych pro vyzivu =

\_ bunek *
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Podminky kultivace

» Prisné dodrzovat pH
» Prisné dodrzovat teplotu
» Prisné dodrzovat hladinu O, a CO,

> Regulovat koncentraci iontu (osmoticky tlak)
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Perfuzni bioreakior

Urceny pro velkokapacitni kultivaci savcich
bunék

» Vyvinuty modifikaci fermentoru pro submerzni
kultivaci mikroorganismu

» Vyzaduje absolutni sterilitu — nutno tepelné sterilizovat
> Vétsinou do 100 litrd, aby se vilezl do autoklavu

Velkoprodukce se zajist'uje pouzitim série
bioreaktoru

62



Schéma perfuzniho bloreaktoru
cerpadio ? """L“ L ﬂ
o Eh R
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Pfevzato z Vodrazka (1991): Biotechnologie, skripta VSCHT, Praha



Vyzaduji vSechny zivocisné
bunky pevny povrch?

-~

o

Nikoli, krevni bunky, bunky lymfatickych
tkani a vetsina rakovinnych a jinych
transformovanych bunék (hybridomy) Ize
péstovat v suspenzich
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Jak zvétsit plochu nosicu

Povrch sten bioreaktoru neposkytuje
dostatecnou plochu vzhledem k objemu kultury

» Porézni polymery
» Trubicky nebo duta viakna
> Kuli€ky o pruméru 50um az nékolik set uym -
mikronosice
Mikronosice na bazi
> Polymeru glukézy
» Polystyrenove, polyakrylamidove, epoxidove
> Zelatinové, potazené dextranem

» Sklenéné, potazené dextranem nebo syntetickym
polymerem 65



Trubickovy bioreaktor

Gas
Exchanger

Harvest ports

iCartridge

Complete media
circulating through
hollow fiber lumen

Cells attach
g 7 1
and grow on e
outer surface
of fibers

Serum-Free media in extracapillary
space where secreted EVs accumulate

Hollow fiber

Trojrozmérny systéem
obsahujici duté trubicky =
polopropustné kapilarni
membrany sestavené do
paralelnich rad umisténych
zpravidla v karbonatoveé
trubici.

Bunky na povrchu kapilar
Médium proudi vnitrkem
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Pouziti Zivocisnyech buneék
Nejvice k vyrobé vakcin

» Prvni lidska vakcina vyrobena kultivaci sav€ich bunék
byla vakcina proti polioviru, 1954

Dalsi priklady vakcin
> Nestovice
» Zardenky
> Zluta horecka
» Chripka
» Herpes simplex I
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Nastudujte, v jakych bunkach se
produkuji vakciny proti SARS-CoV-2
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Krizeni bunek
Kazde krizeni geneticky rozdilnych individui vedouci

k potomkum s genotypem odliShym od jejich rodicu

Slechténi hospodaiskych zvirat i rostlin

Somaticka fuze bunéek
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Krizeni <2 rekombinace genu

V prirodé probiha prirozené 3 zpusoby

Transformace Konjugace
Transdukce

o\ q‘?

S’ e’

(a) Transformation (b) Transduction (c) Conjugation

https://courses.lumenlearning.com/cuny-kbcc-microbiologyhd/chapter/how-asexual-prokaryotes-achieve-genetic-
diversity/ 70



Kteremu z uvedenych

procesu se nejvice podoba

fuze bunek?

/

Konjugaci
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Uvaha

Spojenim dvou bunék vznikaji nove
genotypy

Zivocisné burky obsahuji miliardy nukleotid@
(clovék 3 x 10° nukleotidti)

Kolik novych genotypt vznikne, kdyz se genotyp
materskych bunék bude liSit o napft. 10 nukleotidt?

2 buniky, 10 nukleotidi
210
1 024 novych kombinaci
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Rybridomy

Hybridni bunky vzniklé fuzi somatické a
nadorové bunky

Kohler a Milstein 1975

https://hybridoma.com/kohler-and-milstein/ 74



Priklad hybridomu

Burika lidského pankreasu Burika nadorova

Hybridni bunka

Inzulin h

Nepouziva se kvuli ekonomicky vyhodnéjsim reSenim




Wyuziti hybridomd
Technologie znamenala revoluci vimunodiagnostice

» Analytické metody, vyzkum (struktura proteinti)

» Diagnostické metody - patogeny, hormony,
interferony, ... (ELISA)

» Specificka diagnostika rakovinnych nadoru a jejich
terapie (nadorove specifické protilatky)

» Imunotoxiny

» Vakciny, antivirové protilatky
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Viyroba monoklonalnich
protilatek

Z hybridnich bunék vzniklych fuzi B-lymfocytu a
nadorové bunky

» Lymfocyt produkuje protilatku
» Nadorova bunka zajistuje nesmrtelnost

7



Priprava monoklonalnich
protilatek

Antigen i
slezina Anti

Isolate forming cells

immune cells w

Immunization

*_% '}\»"o‘

AY AY
* Clonal '*‘ o '>
Monoclonal ~ SXPansion AY AY
antibodies Antibody-producing

hybrnidomas cloned

Tumor &
cells \s
myelomoveé -

Fusion | PEG
Y

Hybridomas %O
Hybridomas screened

for production of desired
antibody

selekce na HAT médiu
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Vyvhody itechnologie
» Antigen pro imunizaci nemusi byt zcela Cisty, vidy
vsak ziskame klon produkujici zadanou protilatku
» Metoda je Setrna pro pokusna zvirata

» ZamraZzené hybridomy maji neomezenou zZivotnost,
pripravu neni treba opakovat
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Selekce hybridomu

Rostou na selekéchim HAT médiu

» Obsahuje hypoxantin, ametopterin, tymin

» \lyzaduje bunky s funkcéni hypoxantin-guanin
fosforibozyltransferazou (HGPRT")

gl > Myelomové bunky nerostou, protoze

Jjsou HGPRT"
» Lymfocyty nerostou, protoze
v kultufe neproliferuiji \1\0/,1

k2



Kulitivace hybridomd

» Udrzovani v bezprostfedné pouzitelném stavu - pasazovani

» Namnozeni — pro ziskani inokula, pro uchovani v zmrazeném
stavu

» Kultivace za ucelem produkce
» Preklonovani stavajici linie

V exponencidlni fazi rustu (mezi 1-2
dne po inokulaci) je generacni doba
12-20 hodin

L) Hybridomy se uchovavaji neomezenou
dobu v tekutém dusiku, DMSO jako
protektivum

.
L
E

@ YDS-3

\\;\\u_u‘q~
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Problémy

Kritickym parametrem je stalost kultury

» Schopnost produkce se ztraci u 50-70% puvodnich bunék
» Nutna pravidelna kontrola produkce

Kultury hybridomu jsou kontaminovany bakteriemi,
kvasinkami, plisnémi a mykoplasmaty

» Ovérit Ize napriklad metodou PCR
» Napadenou kulturu zlikvidovat!
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Moznosii produkce protilaiek
v hybridomech

In vivo
» Ve 2-10 ml ascitu 5mg protilatky/ml
» Nehumanni, ale snadné

In vitro
> Submerzni

» V médiu 10-100pg/ml Stacionarni

> Pro mensi mnozstvi
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Enkapsulované hybridomy

Jak je pripravit?

» Opouzdreni alginatem vapenatym
> Castecky o velikosti 3-5mm

» Ztekuceni chelatacnimi Cinidly

Vznikla homogenni suspenze je tvorena hybridomy
uzavienymi polylysinovou membranou

» Suspendovani v ristovém médiu v bioreaktoru

» Bunky rostou do vysokych hustot
» Protilatky ztistavaji uvnitf kapsuli a koncentruji se az do
10g/I

» Extrakce protilatek Setrnou homogenizaci
84



Priprava MP metodami genového
iInzenyrstvi
» Kodujici sekvence imunoglobulinu se naklonuje do
expresniho vektoru

» Hostitelskou bunkou je savci burika

» Transfektanti se chovaji jako hybridomy
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Opakovani = typy proftilaiek

Monoklonalni

» Jediny druh molekul imunoglobulinu produkovany jedinym
klonem B-lymfocytti

> Nelze je produkovat pifimo v téle zvirat
» Produkuji se v hybridomech

Polyklonalni

» Heterogenni smés vice protilatek ziskanych imunizaci zvirete
(kralika)

» Jsou produktem ruznych klonl B-lymfocytu
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Priprava polykilonalnich
protilatek

Antigent
injected into
the aminal
body

Aminal
selection:
Base on the
need of the
amount of
antibodies,
select animal
based on their
size.
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Clone of plasma cells

Secreted
antibodies
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Polyclonal antibodies
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Obsah prednasky

1) Pramyslova mikrobiologie
2) Enzymové inZenyrstvi

3) Imobilizované enzymy

4) Rostlinné biotechnologie
9) Kultury Zivocisnych bunék
6) Krizeni bunék, hybridomy



