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Nagyuzemi fermentalasi eljarasok
optimalasa
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A fermentacios folyamat optimalasa beletartozik egy projekt kivitelezhe-
téségének stratégiai elemzésébe. Optimalas akkor megy végbe, ha a termelés
megvalosithatdsaga egy kivalasztott szervezetben kimutathaté. Ez magaban
foglalja azt is, hogy egy expresszids rendszert alakitottak ki, amely — legalab-
bis elméleti szempontbdl — optimalisnak tekinthet6. Hosszadalmas és koltse-
ges optimalasi munkalatok elkezdése el6tt fontos a torzs stabilitddsnak meg-
hatarozasa legalabb annyi generaciora, amennyi szukséges a sejtbank kiala-
kitasdhoz és nagyipari fermentalashoz, beleértve az el6tenyészeteket is. A
plazmidokon alapulé expresszios rendszerek néha instabilak, mert a plaz-
midok szegregacids stabilitdsat tobb paraméter befolyasolja. A stabilitas min-
den egyes plazmid esetében kildnbdzd, és a gazdatdrzstdl figg; a nagyfoku
instabilitas kevés plazmidmasolattal fligg dssze. A beépitett DNS nagysaga
befolyasolja a stabilitast, minél nagyobb, annal kevésbé stabil. A tenyésztési
viszonyok (hémérséklet, taptalaj Osszetétele, szaporodasi sebesség) szintén
modosithatjak a plazmid stabilitasat. A plazmidveszteség jelentés az utdex-
ponencialis szaporodasi szakaszban, és a plazmid instabilitdsa fokozédik a
génexpresszios periddusban. Gyakran hasznalnak antibiotikumokat a plazmi-
dok stabilizalasara. Stabilizalas érhet6 el a parB/hok/sok/-6tusz belltetésével,
amely elpusztitja a plazmidmentes sejteket. Masik lehetbség a belltetett rész
integralasa a gazda kromoszomajaba. Ez gyakori a Pichia pastoris-konstruk-
ciok esetében, de a génintegralas csokkentheti az expressziéo mértéket.

A termel6torzs és az expresszids vektor kivalasztasa fugg a konstitutiv
vagy indukalhaté expressziotdl a sejtplazmaba vagy a kulsé kdzegbe valo ki-
valasztastdl. Ha a torzs a laboratoriumon kivulrél szarmazik, ellenérizni kell az
eredeti torzs forrasara és a klonozasi eljarasra vonatkoz6 dokumentacié mi-
néségét.

Optimalni kell a kérdéses gén kodonfelhasznalasat a kivalasztott mikro-
organizmusban valo expresszido megkonnyitésére. Azonnal el kell végezni az
expresszio kiszlrését egy razopalackban olyan klon megtalalasa céljabal,
amely nagyfoku expresszio mellett termeli a rekombinans fehérjét.



Tenyésztési viszonyok optimalasa

Ha az optimalas f6 célja a termelés maximalasa, akkor ez a folyamat
csak akkor kezdhet6 meg, ha egy laboratériumi tisztitasi eljaras és egy mini-
malis mindség-ellendrz6 készlet all rendelkezésre a termék mindségének és
mennyiségének meghatarozasahoz. A fermentalasi napldé érinti a
szennyezettséqi profilt, és igy er6sen befolyasolja a feldolgozast (DSP). Ha-
sonléképpen a fermentalasi viszonyok meghatarozhatjak, hogy a kérdéses
fehérje oldékony vagy oldhatatlan alakban lesz-e jelen, amely er6sen befolya-
solja a feldolgozast, és igy a tisztitott termék mindéségét és hozamat. A nagy
hozambdl eredd tultermelés bizonyos faktorok — amelyek szikségesek a fe-
hérje megfelelé konfiguracidjahoz — elszegényedéséhez vezethet. igy a fer-
mentaciot a tisztitassal egyutt kell kidolgozni, mivel ezek hatast gyakorolnak
egymasra. A fermentalas és a kinyerés kifejlesztéi kozotti kommunikacié mi-
néségének dontd jelentésége van a folyamat fejlesztésének sikere szem-
pontjabdl (1. abra).
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A fermentalasi folyamat optimalhaté egyszerre csak egy faktor megval-
toztatasaval vagy egyidejlleg tobb faktor varialasaval, majd a kolcsonhatas
megfigyelésével, statisztikai analizissel. A kisérletek statisztikai tervezése egy
olyan szervezett megkdzelités, amely megbizhatébb informaciét ad, mint a
nem tervezett modszerek. A statisztikai adatelemzés lehetdvé teszi a kisérleti
valtozok kozotti kdlcsonhatasok megjelenitését, igy a valaszadatok elérejelzé-
sét eredményezi olyan tertleteken, amelyekre nem terjed ki kozvetlenul a ki-
sérletezés. A kutatdé szamara az egyik legfontosabb miivelet azoknak a valto-
zO6knak a meghatarozasa, amelyek hatassal lehetnek a termék min6ségére
vagy a produktivitasra.

A fermentalas elvégezhetd szakaszos, rataplalasos—szakaszos és folya-
matos Uzemmodban. A folyamatos tenyésztés nem megszokott a gyégyszer-
iparban, mert nagyobb a mutacio és szennyezddés valdszinlisége. A szaka-
szos eljarasok egyszeriek és életképesek. Azonban nagy sejtslrliség egye-
dul a rataplalasos—szakaszos eljarassal végezhet6 el, amely bonyolultabb, de
lehetévé teszi a torzs anyagcseréjének szabalyozasat. A Saccharomyces
cerevisiae esetében nagy glikézkoncentracié hatasara az éleszté fermentativ
anyagcserebe kezd még akkor is, ha az oxigén nincs korlatozva. Az anyag-
csere szabalyozhatdé egy rataplalasos—szakaszos modszerrel. A tapoldat
rodjanak az S. cerevisiae |égzési anyagcseréje soran és meggatolja az E. coli
acetattermelését. A rekombinans termék produktivitasanak osszehasonlitasa
egy napra vonatkozéan, megkonnyiti a leggazdasagosabb eljaras kivalaszta-
sat.

A tapoldat lehet teljesen definialt vagy komplex, ha peptonokat is tartal-
maz. A komplex tapoldatok konnyen elkészithetdk, olcsdk és gyors szaporo-
dast biztositanak, de nehezen elemezhetdk, és az egyes adagok kozott elté-
rések lehetnek. A definialt tapoldatok reprodukalhat6é szaporodast biztositanak
és a keletkezett fehérjét tartalmazo fellluszo tisztasaga jobb, mint a komplex
taptalajok esetében. Mindkét esetben donté a szénforras kivalasztasa. A nagy
glukézkoncentracié acetat felhalmozdodasahoz vezet, amely csOkkenti a
biomasszahozamot és az expresszids szintet E. coliban, ezért inkabb glicerint
kell alkalmazni glukoz helyett.

Lehet6leg kerulni kell az allati eredetl nyersanyagok alkalmazasat. Ha ez
nem lehetséges, akkor a nyersanyagokat olyan helyen kell termelni, amely
mentes az atvihetd szivacsos agysorvadastol (TSE).

A tapoldat pH-janak optimalasa donté jelentéség, kulondsen fehérjeter-
mel6 élesztbk esetében, amelyek igen széles pH-intervallumban szaporodnak.
A pH megvalasztasa a kifejezett rekombinans fehérje stabilitasatdl fugg. Ha a
P. pastorist alacsony pH-nal tenyésztik, elkertlhet6 a proteaz lebomlasa (pH =
2,2 alatt is).

A hdémeérsékletnek fontos szerepe van a kifejez6dott fehérje oldékonysa-
gaban és a produktivitasban is. A hémérseéklet csdkkenése 30-rol 25 °C-ra a



metanolindukcidos szakaszban négyszeresére noveli a P. pastorisban
klénozott galaktdzoxidaz hozamat.

Rataplalasos—szakaszos eljaras soran az exponencialis adagolas lehetd-
veé teszi, hogy a sejtek allando sebességgel szaporodjanak, amely kedvezd a
rekombinans fehérjék kifejez6dése szempontjabol. Az oldott oxigén gyakran
gatlo tényezd, ha mar nagy szaporodasi sebességet sikerult elérni. A
metilotrof éleszték esetében dontd, hogy a sejtek |égzési anyagcsere allapo-
taban maradjanak. igy elkeriilhetd, hogy a tapoldatban tul sok metanol halmo-
zbodjon fel, ami igen toxikus. Nyomassal ndvelhetd az oxigén oldédasa a tap-
oldatban, de egyuttal fokozodik az oldott szén-dioxid koncentracidja is, igy ez
a mdodszer nem megfelel§. Az oldott oxigén korlatozasa nem mindig karos a j6
expresszio szempontjabdl. A rekombinans fehérje kifejez6désének indukalasi
id6pontja akkor optimalis, ha az oxigénfelvétel maximalis szinten van, de az
oldott oxigén koncentracidja nulla.

A termelés altal befolyasolt tényezbk: generaciok szama, mutacios valo-
szinldség, tapoldat sterilezése, hdmérséklet- és pH-szabalyozas minfsége,
keverés, levegbztetés és nyomas. Az eljaras bévitésének elbkészitésére leg-
jobb médszer el6szor visszaallitani a tenyésztési viszonyokat féluzemi szintre,
majd a méretek ndvelésének hatasara a tapoldat egyre heterogénebb lesz.
Nagy fermentalékban a reaktor bizonyos részeibél az oxigén eltavolithato.

Az eljarast jellemezni és mindsiteni kell a hibatlirés, megbizhatésag és
reprodukalhatésag kimutatasa céljabdl. Minden berendezést minésiteni kell a
j6 gyartasi gyakorlat szempontjabdl (izembe allitds mindsitése, helyszini tisz-
titds és sterilezés, karbantartas, kalibralas). A fermentalasi napld javithaté
egészen a lll. klinikai fazisig, amelyet a termelés végsé méretének elérésekor
kell elvégezni.

Egy heterolég fehérjetermelés optimalasa a jol tervezett rekombinans
torzs kialakitasaval kezdddik. A fermentaciofejlesztési stratégia magaban
foglalja a torzs és a rekombinans fehérje viselkedésének ismeretét. A fejlesz-
tés soran figyelembe kell venni a feldolgozasbdl valé visszacsatolast, a ter-
melés végsé méretét és a j6 gyartasi gyakorlat igényeit. Bar a fermentalasi
eljaras lehetd legnagyobb meérték(i szabvanyositasara iranyulo trend észlel-
hetd, kimutattak, hogy még a legkisebb valtozasok is nagymeértékben novel-
hetik a produktivitast. A fermentalasi eljaras optimalasat két szakaszban kell
végezni. El6szor az ismert utvonalak lehetévé teszik a racionalis és tudoma-
nyos optimalast. A masodik szakaszban a kifejez8dott fehérje tulajdonsagai-
nak vizsgalata kimutatja a meghatarozhatd, szokatlanabb paramétereket. igy
pl. egy kofaktor vagy szubsztratum alkalmazasa stabilizalhat egy enzimet és
fokozhatja a végs6 produktivitast.

(Dr. Palfi Agnes)
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