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LASTELIY AUGINIMO BUDAS

Sis iSradimas yra susijes su sistema, skirta ekspresuoti rekombinantinius baltymus

panaudojant E. coli.
Technikos lygis

Escherichia coli yra daZnai pasirenkamas mikroorganizmas rekombinantiniams
baltymams gaminti. Pagrindinés Sio populiarumo priezastys yra dideli augimo tempai ir
raiSkos lygis, taip pat reikalingos paprastos ir nebrangios auginimo terpés. Tagiau E. coliyra
prastai sekretuoja baltymus, o vidulgsteliniy baltymy gamybos metodai, kuriuose naudojami
E. coli, reikalauja Igsteliy ardymo ir Iasteliy nuolauzy pasSalinimo. PrieSingai, uZlasteliné
rekombinantiniy baltymy ir fermenty gamyba labai sumazina bioproceso gamybos metodo
sudétingumg ir pagerina rekombinantinio produkto kokybe, kartu supaprastina baltymy
aptikimag ir gryninima. Be to, buvo jrodyta, kad aplinka, kurioje néra su Igstelémis susijusio

proteolitinio skilimo, sukuria optimalig aplinkg baltymy erdviniy struktiry susidarymui.

Siekiant palengvinti vidulgsteliniy baltymy gamyba i§ E. coli, gali bati naudojamos
jvairios technologijos. Paprastai pradiniai §iy metody etapai apima bakterijy lasteliy lizavima
arba suardymg tam, kad baty suardyta bakterijy lasteliy sienelé ir vidulgsteliniai baltymai
galéty iSsiskirti j uzlgsteline aplinkg. Po Sio atpalaidavimo reikalingi baltymai yra iSgryninami

i$ ekstrakty, jprastai atliekant kelis chromatografijos etapus.

Jrodyta, kad keli metodai yra naudotini siekiant iSlaisvinti vidulgstelinius baltymus i$
bakterijy lasteliy. Tarp jy yra cheminés lizés naudojimas, fiziniai ardymo metodai arba
cheminiy ir fiziniy metody derinys (Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982)).

Cheminiai bakterijy lasteliy sieneliy ardymo metodai, kurie pasirodé tinkami, apima
Iasteliy apdorojima organiniais tirpikliais, tokiais kaip toluenas, (Putnam, S. L., and Koch, A.
L., Anal. Biochem. 63:350-360 (1975); Laurent, S. J., and Vannier, F. S., Biochimie 59:747-
750 (1977); Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982)), chaotropais, tokiais kaip
guanidino druskos (Hettwer, D., and Wang, H., Biotechnol. Bioeng. 33:886-895 (1989)),
antibiotikais, tokiais kaip polimiksinas B (Schupp, J. M., et al., BioTechniques 19:18-20
(1995); Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982)), arba fermentais, tokiais kaip
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lizocimas arba lizostafinas (McHenty, C. S., and Kornberg, A., J. Biol. Chem. 252(18):6478-
6484 (1977); Cull, M., and McHenry, C. S., Meth. Enzymol. 182:147- 153 (1990); Hughes, A.
J., Jr., etal., J. Cell Biochem. Suppl. 016 (Part B):84 (1992); Sambrook, J., et al., in Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989), pp. 17- 38; Ausubel, F. M., et al., in Current Protocols in Molecular
Biology, New York: John Wiley & Sons (1993), pp. 4.4.1-4.47). Siy jvairiy cheminiy medziagy
poveikj galima sustiprinti tuo pagiu metu apdorojant bakterijy Iasteles detergentais, tokiais
kaip Triton X-100®, natrio dodecilsulfatas (SDS) arba Brij 35 (Laurent, S. J., and Vannier, F.
S., Biochimie 59:747-750 (1977); Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982); Hettwer, D.,
and Wang, H., Biotechnol. Bioeng, 33:886-895 (1989); Cull, M., and McHenry, C. S., Meth.
Enzymol. 182:147-153 (1990); Schupp, J. M., et al., BioTechniques 19:18-20 (1995)), arba
baltymais ar protaminais, tokiais kaip jaucio serumo albuminas ar spermidinas (McHenry, C.
H. and Komberg, A., J. Biol. Chem. 252(18): 6478-6484 (1977); Felix, H., Anal. Biochem.
120:211-234 (1982); Hughes, A. J., Jr., et al., J. Cell Biochem. Suppl. 0 16 (Part B):84
(1992)).

Sie fiziniai metodai apima osmosinj $oka, pvz., Iasteliy suspensijg hipotoniniame tirpale, kai
yra arba néra emulsikliy (Roberts, J. D., and Lieberman, M. W., Biochemistry 18:4499-4505
(1979); Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982)), dZiovinimg (Mowshowitz, D. B., Anal.
Biochem. 70:94-99 (1976)), maiS§yma su granulémis, tokj kaip malima rutuliniame mallne
(Felix, H., Anal. Biochem. 120:211-234 (1982); Cull, M., and McHenry, C. S., Meth. Enzymol.
182:182:147-153 (1990)), temperatdrinj Soka, pvz., suSaldymo-atSildymo ciklai (Lazzarini, R.
A., and Johnson L. D., Nature New Biol. 243:17-20 (1975); Felix, H., Anal, Biochem.
120:211-234 (1982)), apdorojimag ultragarsu (Amos, H., et al., J. Bacteriol. 94:232-240
(1967); Ausubel, F. M., et al., in Current Protocols in Molecular Biology, New York, John
Wiley & Sons (1993), pp. 4.4.1-4.47) suardyma slégiu, pvz., panaudojant pranctzisko preso
slegio kamerg (Ausubel, F. M., et al., in Current Protocols in Molecular Biology, New York,
John Wiley & Sons (1993), pp. 16.8.6-16.8.8). Kiti metodai apjungia Siuos cheminius ir
fizinius suardymo metodus, pvz., apdorojimg lizocimu, po kurio atliekamas apdorojimas
ultragarsu arba slégiu, siekiant maksimaliai padidinti Iasteliy ardymg ir baltymy isiskyrimg
(Ausubel, F. M., et al., in Current Protocols in Molecular Biology, New York, John Wiley &
Sons (1993), pp. 4.4.1-4.47).
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Sie suardymo metodai turi keletg privalumy, jskaitant jy gebéjima greitai ir visidkai
suardyti bakterijy lasteles taip, kad blty maksimaliai padidintas vidulgsteliniy baltymy

iSsiskyrimas.

Tadiau $ie metodai taip pat turi ryskiy trakumy. Pavyzdziui, fiziniai metodai iS esmés
apima bakterijy lasteliy sieneliy ir plazmos membrany supléSyma ir suskaidyma. Dél Siy
procesy gaunami ekstraktai, kuriuose yra daug kietujy daleliy, tokiy kaip membranos arba
Igstelés sienelés fragmentai, kurie turi bati pasalinti i§ ekstrakty, jprastai centrifuguojant,
prie$ i§gryninant rekombinantinius baltymus. Sis centrifugavimo poreikis apriboja serijos,
kurig galima apdoroti vienu kartu, dydj iki turimos centrifugos tdrio dydZio; taigi, didelio
gamybos masto preparatai yra nejgyvendinami, o gal net nejmanomi. Be to, fiziniai metodai
ir daugelis cheminiy metody jprastai lemia ne tik norimy vidulasteliniy baltymy, bet ir
nepageidaujamy nukleortigsciy bei membraniniy lipidy i8siskyrima i$ Iasteliy (pastaryjy ypac
atsiranda naudojant organinius tirpiklius). Sie nepageidaujami Igsteliy komponentai taip pat
apsunkina tolesnius pageidaujamy baltymy gryninimo procesus, nes padidina ekstrakty
klampumg (Sambrook, J., et al., in: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold
Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), pp 17-38; Cull, M., and
McHenry, C. S., Meth. Enzymol. 182:147- 153 (1990)) ir su dideliu avidiSkumu bei
giminingumu jungiasi prie nukleorlgstis modifikuojanéiy baltymy, tokiy kaip DNR
polimerazés, RNR polimerazés ir restrikcijos fermentai.

Natdraliai atsirandantys lizuojantys ir nuosaikieji bakteriofagai turi galimybe
iSprovokuoti Seimininko Iasteliy lize, ekspresuodami specifinius baltymus lizinio ciklo metu.
Sie lizinuojantys baltymai buvo nustatyti ir plagiai istirti, pavyzdziui, T4 ir T7 bakteriofaguose.
Lizuojantys baltymai apima ir holinus, ir lizocimus. Holinai suformuoja stabilius ir
nespecifinius citoplazminés membranos pazeidimus, kurie sudaro sglygas lizocimams
patekti j peptidoglikano sluoksnj. Lizocimai pasizymi muraliziniu aktyvumu pries tris
skirtingus Igstelés sienelés peptidoglikano polimero kovalentiniy rysiy tipus (glikozidinius,
amidinius ir peptidinius). Kartu holino ir lizocimo aktyvumas suardo dvi gramneigiamy

bakterijy lgsteliy membranas ir taip sukelia lasteliy lize.

E. colibuvo sukonstruota taip, kad ekspresuoty T4 bakteriofago lizinius baltymus tam,

kad baty uztikrinta uzprogramuota lasteliy lize, siekiant pagerinti rekombinantiniy baltymy
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gamybos tolesnio apdorojimo efektyvuma ir ekonomiskuma ( M. Morita, K. Asami, Y. Taniji,
and H. Unno, “Programmed Escherichia coli Cell Lysis by Expression of Cloned T4 Phage
Lysis Genes,” Biotechnology Progress , vol. 17, (no. 3), pp. 573-576, 2001).

Konstruktai Escherichia coli pagrindu yra auksinis standartas rekombinantiniy
baltymy gamyboje, kai modifikacijos po transliacijos yra nebdtinos. Pagrindinés E. coli
populiarumo priezastys yra dideli augimo tempai ir ekspresijos lygiai, taip pat paprastos ir

nebrangios auginimo terpés.

Taciau E. colinéra tobulas Seimininkas, nes jos jprastai neiSskiria baltymy j uzlasteline
terpe. Taigi viena problema, susijusi su metodais, kuriuose naudojamos E. coli, yra ta, kad
Igsteliy ardymo Zzingsnis tampa ribojimu ir néra ekonomidkai efektyvus bandomuoju ar
pramoniniu mastu, kai siekiama jgyvendinti uzdarg ir (arba) nuolatinj proceso vyksma.

Viena su Siais metodais susijusiy problemy yra ta, kad gauti rekombinantiniai baltymai
jorastai turi priemaiS§y. Tai, pavyzdziui, yra problema gaminant nukleorhgstis
modifikuojancius fermentus, nes fermenty preparatai jprastai yra uztersti nukleorigstimis
(pvz., RNR ir DNR). Si priemaisine nukleoriigstis gali bati ne tik i§ organizmy, kurie yra
fermento $altinis, bet ir i§ nezinomy organizmy, esanciy reagentuose ir medziagose,
naudojamose fermentui valyti po jo iSsiskyrimo i$ lgsteliy. Tai ypa¢ aktualu atvirkstinés
transkriptazés arba DNR polimerazés fermentams, nes jie yra jprastai naudojami
nukleorligsciy molekuliy amplifikacijos ir sintezés metoduose (pvz., polimerazés
grandininéje reakcijoje (PGR), ypa¢ RT-PGR). Tokiame pavyzdyje uzter§tos DNR arba RNR
buvimas fermenty preparatuose yra didelé problema, nes tai gali sukelti klaidingus
amplifikacijos arba sintezés rezultatus. Be to, augant fermenty, kaip biokatalizatoriy,
poreikiui farmacijoje, fermenty preparaty kokybei keliami papildomi reikalavimai, tokie kaip
specifiSkumas, nuoseklumas pereinant nuo vienos serijos prie kitos, gyvanines kilmes

priemaisy ir antibiotiky nebuvimas, batinai turi atitikti reguliatorinius reikalavimus.

Taigi, iSlieka rekombinantiniy baltymy, apimanéiy E. coli, kuriuose i§ esmés néra
priemaisy, tokiy kaip nukleorligstys, gamybos metody poreikis. Sie metodai gali pasalinti
uzter8imo rizika, pavyzdziui, i$ aplinkos ir personalo, ir jgalinti greitesnj ir lygiagrety gamybos

procesa vieno proceso atlikimo jrenginyije.



Trumpas iSradimo aprasymas

Pagal §j iSradimg yra pateiktas nuskaidrintos Igsteliy kultdros, apimand&ios
rekombinantinj baltymg, gamybos bldas, kur metodas apima:

i) bioreaktoriaus inokuliavimg Igstele Seimininke tam, kad bity gauta Igsteliy kultdra,

kur minéta Igstelé Seimininké yra Escherichia coli, transformuota raikos sistema, apimancia:

a) nukleortgstj, koduojan&ig rekombinantinj baltyma, funkcionaliai susietg su

pirmuoju indukuojamu promotoriumi, kur baltymas yra 2-O-metiltransferazé (OMT); ir

b) nukleorlgstj, koduojan€ia T4 lizocimo baltymg rémelyje su nukleortagstimi,
koduojancia PelB sekrecinj signalinj peptida, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu

promotoriumi;
i) lasteliy kultlros fermentavima, esant tokioms sglygoms, kurios:
a) suteikia galimybe ekspresuoti rekombinantinj polipeptida; ir

b) suteikia galimybe prasiskverbti j lastele taip, kad susiformuoty sferoplastas,
iSskiriantis rekombinantinj polipeptida,

kur minéta fermentavimo pakopa apima stabilizuojanc¢io agento pridejima j lasteliy kultdra;

iii) nuskaidrinimg fermentuotos Igsteliy kultdros, apimancios iSskiriama rekombinantinj

baltyma, kur minétas nuskaidrinimas apima:

a) flokuliavimo agento pridéjima | lasteliy kultira, kur flokuliavimo agentas yra

polietileniminas (PEIl);

b) flokuliuoty lgsteliy kultdros pirminio nuskaidrinimo etapa, panaudojant pirmajj
nuskaidrinimo filtrg, kurio pory dydis uztikrina maziausiai apie 0,4 um arba didesnes

sulaikymo ribas, kur nuskaidrinimo etapas neapima centrifugavimo.
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Tinkamu bddu, Sio iSradimo metoduose, metodas papildomai apima antrinj
nuskaidrinimo etapa, panaudojant antrajj filtra, kurio pory dydis uztikrina maziausiai apie

0,22 um sulaikymo ribas.

Tinkamu badu, Sio iSradimo metoduose, pirminiame nuskaidrinimo etape naudojamas
pirmasis filtras, kurio pory dydis uztikrina maziausiai nuo mazdaug 0,4 iki mazdaug 0,8 um

sulaikymo ribas.

Tinkamu badu, $io iSradimo metoduose, antrinio nuskaidrinimo etape naudojamas
antrasis filtras, kurio pory dydis uZtikrina maziausiai apie 0,4-0,8 um, arba maziausiai nuo

mazdaug 1,0 iki mazdaug 3,0 um sulaikymo ribas.

Tinkamu bidu, Sio iSradimo metoduose, pirminis nuskaidrinimo etapas ir (arba)
antrinis nuskaidrinimo etapas yra mikrofiltravimas, kur pasirinktinai mikrofiltravimas yra

giluminis filtravimas.

Tinkamu bddu, Sio iSradimo metoduose, mikrofiltravimas yra pasirenkamas i$

normalaus srauto filtravimo (NFF) arba tangentinio srauto filtravimo (TFF).

Tinkamu bidu, Sio iSradimo metoduose, nuskaidrintos Igsteliy kultGros drumstumas

yra mazesnis nei mazdaug 20 NTU.

Tinkamu badu, Sio iSradimo metoduose, procesas atliekamas uzdaroje sistemoje taip,
kad tarp bioreaktoriaus ir pirmojo bei antrojo nuskaidrinimo filtry baty palaikomas sterilus

srautas.

Tinkamu bidu, Sio iSradimo metoduose, procesas taip pat apima pakopa, kai su
minéta nuskaidrinta Igsteliy kultira vykdomos viena arba daugiau i§ minéto rekombinantinio

baltymo gryninimo pakopy.

Tinkamu bidu, Sio iSradimo metoduose, stabilizuojantis agentas apima sacharoze,
Na2SOa4 ir Brij 35, pasirinktinai 1 M sacharoze, 0,5 M Na2SOx ir 0,5 % Brij 35.

Sis i$radimas taip pat pateikia baltymo gamybos biida, apimantj:

i) rekombinantinés Escherichia colilastelés kultivavima tokiomis salygomis, kurios:




()

a) suteikia galimybe ekspresuoti baltyma; ir

b) suteikia galimybe prasiskverbti j lastele taip, kad susidaryty sferoplastas, kuris
sekretuoja rekombinantinj polipeptida; ir

ii) baltymo i§skyrimg i§ kultGros be visiS§ko rekombinantinés Iastelés lizavimo, kur

lastelé apima raiskos sistema, apimandia:

a) nukleoriigstj, koduojancig baltyma, funkcionaliai susietg su pirmuoju indukuojamu

promotoriumi, kur baltymas yra 2-O-metiltransferazé (OMT); ir

b) nukleortgstj, koduojancia T4 lizocimo baltymg rémelyje su nukleortgstimi,
koduojanéia PelB sekrecinj signalinj peptida, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu

promotoriumi.

Tinkamu badu, iSradimo metodai neapima: (i) mechaninio Igsteliy ardymo; (ii)
egzogeninio fermento, kuris ardo Igstelés sienele, pridéjimos; ir (iii) Igstelés transformavimo
raiSkos vektoriais, kuriy sudétyje yra nukleorigstis, koduojanti egzogeninj fermentg, kuris

ardo citoplazmine membrang.

Tinkamu bddu, 8io iSradimo metoduose, nukleoriigstis, koduojanti baltyma,
funkcionaliai susietg su pirmuoju indukuojamu promotoriumi, yra pirmajame konstrukte, o
nukleortgstis, koduojanti T4 lizocima rémelyje su nukleortigstimi, koduojancia PelB sekrecin;

signalinj peptida, yra antrajame konstrukte.

Tinkamu bddu, Sio iSradimo metoduose, pirmasis indukuojamas promotorius ir

antrasis indukuojamas promotorius yra indukuojami nuosekliai.

Tinkamu badu, Sio iSradimo metoduose, pirmasis indukuojamas promotorius ir

antrasis indukuojamas promotorius yra indukuojami vienu metu.

Tinkamu badu, $io iSradimo metoduose, pirmasis indukuojamas promotorius yra IPTG

indukuojamas promotorius, pasirinktinai kur IPTG indukuojamas promotorius yra PT7.
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Tinkamu baddu, Sio iSradimo metoduose, antrasis indukuojamas promotorius yra
arabinozés indukuojamas promotorius, kur pasirinktinai arabinozés indukuojamas

promotorius yra araB.

Tinkamu badu, $io iSradimo metoduose, T4 lizocimo fermentg koduoja genas E.

Tinkamu bldu, Sio iSradimo metoduose, E. coli yra Escherichia coli JS007 kamienas

arba Escherichia coli B kamienas.

Tinkamu badu, Sio iSradimo metoduose, fermentavimas arba kultivavimas apima
temperatros pakeitimg i§ pirmosios temperatdros j antrajg temperattra, kur pasirinktinai

antroji temperatira yra Zzemesné nei pirmoji temperatdra.

ISradimas taip pat pateikia rekombinantinj baltyma, pagaminta naudojant $io iSradimo

metodus.
Trumpas bréziniy aprasymas

ISradimo jgyvendinimo variantai toliau apraSomi kartu su nuoroda | pridedamus

brézinius, kuriuose:

1 paveiksle parodytos plazmidziy struktros: (A) tikslinio geno raiskos vektorius
pLATE31-VP39delta32-KnR, (B) T4 geno gpe raiSkos vektorius pACYC184-PT7-pelB-gpe-

lacl.

2 paveiksle parodytas mikroskopinis E. coli Iasteliy vaizdas pries ir po gpe geno

raiSkos indukcijos.

3 paveiksle parodytas E. coli JS007/ pLATE31-VP39delta32-KnR/pACYC-PT7-pelB-
gpe-lacl kultivuojamy lgsteliy ekstrakto ir terpés meginiy 12 % SDS-PAGE gelis po 2-O-
metiltransferazes indukcijos. (1, 7 ir 13) ,PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder”, 10—
250 kDa (Thermo Fisher); (2) lasteliy méginys po 1 valandos baltymy sintezés indukcijos;
(3) lasteliy meéginys po 2 valandy baltymy sintezés indukcijos; (4) lasteliy meginys po 3
valandy baltymy sintezés indukcijos; (5) lasteliy méginys po 5 valandy baltymy sintezés
indukcijos; (6) Iasteliy meéginys po 17 valandy baltymy sintezés indukcijos; (8) terpés
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meéginys po 1 valandos baltymy sintezés indukcijos; (9) terpés méginys po 2 valandy baltymy
sintezés indukcijos; (10) terpés meginys po 3 valandy baltymy sintezés indukcijos; (11)
terpés meginys po 5 valandy baltymy sintezés indukcijos; (12) terpés meginys po 17 valandy

baltymy sintezés indukcijos; j terpe iSsiskirianti 2-O-metiltransferazé pazymeéta rodykle.
4 paveiksle parodyta parodyta OMT raiSka Biostat bioreaktoriuje.

5 paveiksle pateiktas OMT kultdros augimo dinamikos palyginimas Biostat A
bioreaktoriy sistemose (4 val. ir maitinimo per naktj (OV) laikas).

6 paveiksle pateiktas OMT aktyvumo dinamikos palyginimas Biostat A bioreaktoriy

sistemose be autolizés ir su autolize (4 val. ir maitinimo per naktj (OV) laikas).

7 paveiksle pateikta nuskaidrinimo proceso schema, naudojama jvairiems

rekombinantiniams baltymams, tokiems kaip OMT (2-O-metiltransferaze), gauti.
Detalus aprasymas

Skaitytojo démesys nukreipiamas j visus straipsnius ir dokumentus, kurie yra pateikti
kartu su Sia specifikacija arba iki jos pateikimo, susijusius su Sia paraiSka, ir kurie yra atviri
visuomenei susipazinti su Sia specifikacija, o visy tokiy straipsniy ir dokumenty turinys ¢ia

jtrauktas kaip nuoroda.

Atitinkamai, iSradimas pateikia iSgrynintos Iasteliy kultdros, apimancios

rekombinantinj baltyma, gamybos bidg, kur metodas apima:

i) bioreaktoriaus inokuliavimg Igstele Seimininke tam, kad baty gauta lasteliy kultdra,
kur minéta Igstelé Seimininkeé yra Escherichia coli, transformuota raiSkos sistema, apimancia:

a) nukleortgstj, koduojancig rekombinantinj baltyma, funkcionaliai susietg su
pirmuoju indukuojamu promotoriumi, kur baltymas yra 2-O-metiltransferaze (OMT); ir

b) nukleorlgstj, koduojancia T4 lizocimo baltyma rémelyje su nukleorhgstimi,
koduojandgia PelB sekrecinj signalinj peptida, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu

promotoriumi;
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ii) lasteliy kultdros fermentavima, esant tokioms salygoms, kurios:
a) suteikia galimybe ekspresuoti rekombinantinj polipeptida; ir

b) suteikia galimybe prasiskverbti | lastele taip, kad susiformuoty sferoplastas,

iSskiriantis rekombinantinj polipeptida;
kur minéta fermentavimo pakopa apima stabilizuojanéio agento pridéjima j Iasteliy kultlra;

iii) nuskaidrinima fermentuotos lgsteliy kultdros, apimandios iSskiriamg rekombinantinj

baltyma, kur minétas nuskaidrinimas apima

c) flokuliavimo agento pridéjima | lasteliy kultlra, kur flokuliavimo agentas yra

polietileniminas (PEI);

d) flokuliuoty lgsteliy kultdros pirminio nuskaidrinimo etapa, panaudojant pirmajj
nuskaidrinimo filtrg, kurio pory dydis uztikrina maziausiai apie 0,4 pm arba didesnes

sulaikymo ribas, kur nuskaidrinimo etapas neapima centrifugavimo.

Kaip privalumg iSradéjai nustaté, kad rekombinantiniai E. coli sferoplastai iSskiria

baltymg iki Iasteliy lizés.

ISradéjai parodé, kad koordinuota nukleortigsties, koduojandios T4 lizocima, susietg
su pektato liazés B (PelB) sekrecijos signaline seka, raiSka kartu su nukleorlgsties,
koduojanéios rekombinantinj polipeptidg (pvz., 2-O-metiltransferaze), uZztikrina labai
veiksmingg bldg ekspresuoti didelius rekombinantinio baltymo kiekius, pvz. 2-O-
metiltransferazés, be reikmeés surinkti rekombinantines Igsteles i§ fermentacijos kultlros ir
véliau lgsteles lizuoti mechaniniu arba fermentiniu badu taip, kad bity atpalaiduotas
rekombinantinis baltymas. Tuo atveju, kai T4 fago lizocimo genas yra klonuojamas po
grieztai kontroliuojamo promotoriaus, tokio kaip araB, T4 fago lizocimo periplazminis
kaupimasis gali bdti suzadintas pridedant induktoriaus (pvz., arabinozes) tinkamu
fermentacijos proceso metu. T4 fago lizocimo raiska su PelB signaline seka palengvina T4
lizocimo perkelimg j periplazmine sritj, kur fermentas suardo peptidoglikano sluoksnj, ir del

to Igsteléje atsiranda morfologiniy poky¢iy, dél kuriy susidaro sferoplastas.
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Rekombinantinis polipeptido genas, pvz., 2-O-metiltransferazés genas, yra
klonuojamas kontroliuojant indukuojamam promotoriui, tokiam kaib PT7 arba lacUV5,
polimerazés raiSka gali bati indukuojama pridedant induktoriy, tokj kaip IPTG, tinkamu
fermentacijos proceso momentu. Realizavus rekombinantinio peptido, pvz., 2-O-
metiltransferazés ir T4 fago lizocimo, nukleortgsties raiSka taip, kad ji baty kontroliuojama
atskiro promotoriaus, jy ekspresija gali nepriklausomai reguliuoti kiekvieno fermento gamybg
fermentacijos metu. ISradéjai parodé, kad T4 lizocimo sukelti sferoplastai iSskiria
rekombinantinj baltyma, pvz., 2-O-metiltransferaze, j kultGros supernatanta, nereikalaujant
sekrecijos signalinés sekos. ISradéjai pastebéjo, kad rekombinantiné raiSka rekombinantinio
baltymo, pvz., 2-O-metiltransferazés, neturi Zalingo poveikio Iastelei Seimininkei. IS tiesy
iSradéjai parode, kad indukuoti sferoplastai galéjo de novo ekspresuoti rekombinantinj
peptida, pvz., 2-O-metiltransferaze, maziausiai 4 arba 5 valandas po T4 lizocimo indukcijos.
Be to iSradéjai pademonstravo, kad gautg fermentuotg lasteliy kultirg galima sékmingai
nuskaidrinti naudojant nuskaidrinimo filtra, kurio pory dydis nejprastai didelis, kas uztikrina
maziausiai apie 0,4 pm sulaikymo ribas. Tai buvo visiSkai netikéta, nes nustatyti E.coli
bakterijai rekomenduojami pirminiai nuskaidrinimo metodai pagrjsti tangentiniu srauto
filtravimu, panaudojant filtra, kurio pory dydis <0,2 pm, kartu su centrifugavimu tam, kad baty

pasalintos Igsteliy nuolauzos.

Papildomai iSradéjai jrode, kad fermentuotos sferoplasty lasteliy kultdros gali bati
efektyviai iSvalytos neatliekant centrifugavimo. PaSalinus centrifugavimo pakopos batinuma,
fermentacija ir nuskaidrinimas gali bati vykdomi uzdaroje sistemoje, tokiu bidu pasalinant

iSorinio uztersimo rizika.

Taigi E. coli, transformuoty raiSkos sistema, kuri sudaro salygas Igstelés pralaidumui,
derinyje su nuskaidrinimo procesu, kuriam nereikalingas centrifugavimas, ne tik sumazina
uzterSimo rizikg baltymy gamybos metu, bet ir papildomai eliminuoja eile tolesniy apdorojimo
bldy gamybos etapuose, jskaitant: Igsteliy surinkima, mechaninj ir (arba) fermentinj Iasteliy
lizavima, Igsteliy nuolauzy atskyrima, nukleorigs¢iy nusodinima, po kurio vyksta atskyrimas
naudojant filtravimg arba centrifugavima. Taigi apibrézti metodai uZtikrina didele baltymy
iSeigg esant dideliam Igsteliy tankiui ir padidintam mastui. Be to, eliminavus poreikj lizuoti
Igsteles Seimininkes ir susijusius centrifugavimo etapus, sutrumpéja didelio masto

apdorojimo laikas nei naudojant jprastus metodus lizavimo pagrindu.
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Raiskos sistema

ISradimo blde naudojama raiskos sistema, kuri apima i) nukleorgstj, koduojancia
rekombinantinj baltymg, funkcionaliai susietg su pirmuoju indukuojamu promotoriumi; ir ii)
nukleorligstj, koduojancig T4 lizocimo baltyma rémelyje su nukleortgstimi, koduojancia PelB
sekrecinj signalinj peptida, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu promotoriumi, kur

baltymas yra 2-O-metiltransferazé (OMT).

Cia vartojamas terminas ,2-O-metiltransferazé” arba ,OMT*“ reigkia fermentg, kuris
prideda metilo grupe pirmojo nukleotido 2'-O padétyje, greta kepurés strukttros 5' RNR gale.
2-O-metiltransferazé gali bati gauta i§ Vaccinia viruso geno vp39. 2-O-metiltransferaze gali
bati optimizuota raiskai E.coli bakterijose. 2-O-metiltransferazé gali bati siejama: NCBI sekos
ID: AGJ91263.1, baltymo pavadinimas: daugiafunkcinis poli-A polimerazés mazasis
subvienetas VP39 [Vaccinia virus]. Atitinkamai, 2-O-metiltransferazé gali apimti seka SEQ
ID Nr. 1.

Cia vartojamas terminas , T4 lizocimas®, ,E baltymas*” arba ,gpe“ reidkia citoplazmine
muramidaze, kuri palengvina T4 fagu uZkrésty bakterijy lasteliy lize, tokiu bGdu
atpalaiduojant replikuotas fago daleles (Tsugita and Inouye, J. Mol. Biol., 37: 201-12 (1968);
Tsugita and Inouye, J. Biol. Chem., 243: 391-97 (1968), Uniprot accession: D9IEF7), arba
mutantg, darinj arba fragmentg, turintf DNR polimerazés aktyvuma. Ja koduoja T4
bakteriofago genas, ir ji hidrolizuoja rySius tarp N-acetilgliukozamino ir N-acetilmuramo
ragsties liekany standziajame E. coli lasteles apvalkalo peptidoglikano sluoksnyje.
Fermentas yra vienos polipeptidinés grandinés, kurios molekuliné masé yra 18,3 kDa. Ji yra
mazdaug 250 karty aktyvesné nei HEW-lizocimas bakterinio peptidoglikano atzvilgiu
(Matthews et al., J. Mol. Biol., 147: 545-558 (1981)). Optimali pH verté T4 lizocimo fermento
aktyvumui yra 7,3, o HEW-lizocimui — 9 (The Worthington Manual ; pp 219- 221). T4
fermentas gali turéti seka, apibréztg NCBI referentine seka: NP_049736.1. T4 fermentas gali
tureti sekg SEQ ID Nr. 2.

Cia vartojamas terminas ,rekombinantinis* reidkia baltymus, kurie yra sukonstruoti,
paruosti, ekspresuoti, sukurti, pagaminti ir (arba) iSskirti rekombinantinémis priemonemis,
tokiomis kaip, polipeptidai, ekspresuojami naudojant rekombinantinj raiSkos vektoriy,

transfekuotg | lastele Seimininke. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose rekombinantinis
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baltymas yra funkcinis variantas, gautas i$ Zinomo 2-O-metiltransferazés (OMT) polipeptido.
Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose funkcinio varianto polipeptido seka yra maziausiai 70
%, 75 %, 80 %, 82 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, identiSka 2-O-metiltransferazés (OMT) polipeptido sekai
SEQ ID Nr. 1. Dviejy seky tapatumo procentiné dalis priklauso nuo identisky seky padéciy
skai€iaus, atsizvelgiant j tarpy skaiciy ir kiekvieno tarpo ilgj, kurj reikia jvesti, kad dvi sekos
baty optimaliai suderintos. Seky palyginimas ir dviejy seky tapatumo procentinis nustatymas
gali bati atliktas naudojant matematinj algoritma. Priimtiname jgyvendinimo variante dviejy
aminorag$Ciy seky identiSkumo procentas yra nustatomas naudojant (Needleman ir ki.
(1970) J. Mol. Biol. 48:444-453) algoritma, kuris buvo jtrauktas | GAP programg GCG
programinés jrangos pakete (galima rasti adresu http://www.gcg.com), naudojant BLOSUM

62 matricg arba PAM250 matrica ir tarpo svorj lygy 16, 14, 12, 10, 8, 6 arba 4, o ilgio svorj
lygy 1, 2, 3, 4, 5 arba 6. Dar kitame priimtiname jgyvendinimo variante procentinis dviejy
nukleotidy seky tapatumas nustatomas naudojant GAP programg GCG programinés jrangos
pakete (galima rasti adresu http://www.gcg.com), naudojant NWSgapdna.CMP matrica ir
tarpo svorj lygy 40, 50, 60, 70 arba 80, o ilgio svorj lygy 1, 2, 3, 4, 5 arba 6. Ypac
pageidautinas parametry rinkinys (ir tas, kuris turéty bati naudojamas, jei specialistas néra
tikras, kokius parametrus reikéty taikyti, kad nustatyty, ar molekulé iSsitenka iSradimo sekos
tapatumo arba homologijos apribojimuose) yra BLOSUM 62 baly skai€iavimo matrica su
tarpo bauda lygia 12, tarpo iSplétimo bauda 4, ir rémelio poslinkio tarpo bauda lygia 5. Kaip
alternatyva, dviejy aminortigs¢iy arba nukleotidy seky procentinj tapatuma galima nustatyti
naudojant algoritmg (Meyers ir kt. (1989) CABIOS 4:11-17)), kuris buvo jtrauktas j ALIGN
programg (2.0 versija), naudojant PAM120 svorio liekanos lentele, tarpo ilgio baudg lygig 12
ir tarpo bauda lygia 4.

Raiskos sistemos, skirtos panaudoti pagal Sio iSradimo bida, gali bati suformuotos
naudojant metodus, kurie yra gerai zinomi Sioje srityje. Apskritai, cONR arba genominé DNR,
koduojanti rekombinantinj baltyma, tokj kaip 2-O-metiltransferazé arba T4 lizocimas, yra
tinkamai jterpiama j replikuojama vektoriy, skirtg raiskai E. coli Iastelése, kontroliuojant E.
coli tinkamu promotoriumi. Tinkami vektoriai yra gerai Zinomi Sioje srityje, o atitinkamo
vektoriaus pasirinkimas priklausys nuo nukleortgsties, kuri bus jterpiama j vektoriy, dydzio
ir Igstelés Seimininkés, kuri turi bati transformuojama vektoriumi. Kiekvienas vektorius turi

jvairiy komponenty. Pavyzdziui, bakterinés transformacijos vektoriai apims rekombinantinio
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polipeptido signaline sekga ir taip pat rekombinantinio polipeptido promotoriy. Pageidautina,

kad jie apimty replikacijos pradzig ir vieng arba daugiau zymekliy geny.

Pageidautina, kad vektoriai bty gauti i$ rasiy, suderinamy su lastele Seimininke, ir
baty naudojami kartu su bakteriniais Seimininkais, t. y. vektorius, suderinamas su E. coli.
Pageidautina, kad vektoriuje bty replikacijos vieta ir zymenys, kurie uztikrinty transformuoty
Igsteliy fenotipine atranka. Raiskos vektoriai, skirti naudoti Siame iSradime, pageidautina turi
nukleortgsties seka, kuri leidZia vektoriui replikuotis vienoje arba keliose pasirinktose
Igstelése Seimininkése. Yra gerai zinomos tokios jvairiy bakterijy sekos.

Raiskos vektoriai, skirti naudoti Siame iSradime, pageidautina turi atrankos geng arba
atrankai skirta Zymen]. Sis genas koduoja baltyma, biting transformuoty Iasteliy $eimininkiy,
auginamy selektyvioje auginimo terpéje, iSgyvenimui arba augimui. Lastelés Seimininkes,
netransformuotos vektoriumi, bet turinios atrankos geng, auginimo terpéje neiSgyvena.
Tipiski atrankos genai koduoja baltymus, kurie (a) suteikia atsparumag antibiotikams arba
kitiems toksinams, pvz., ampicilinui, neomicinui, metotreksatui arba tetraciklinui, (b) papildo
auksotrofinius trikumus arba (c) aprdpina svarbiomis maistinémis medziagomis, kuriy néra

kompleksinéje terpéje.

Raiskos vektoriai, skirti naudoti Siame iSradime, turi indukuojama promotoriy, Kkurj
atpazjsta bakterinis organizmas Seimininkas, ir kuris yra funkcionaliai sujungtas su
nukleortgstimi, koduojancia dominant;j polipeptida, t. y. rekombinantinio baltymo, pvz., 2-O-

metiltransferazés arba T4 lizocimo.

Indukuojami promotoriai, tinkami naudoti su bakterinémis Seimininkémis, tokiomis
kaip E. coli, apima B-laktamazés ir laktozés promotoriy sistemas (Chang et al., Nature, 275:
615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281: 544 (1979)), arabinozés promotoriy sistema,
jskaitant araBAD promotoriy (Guzman et al., J. Bacteriol., 174: 7716-7728 (1992); Guzman
et al., J. Bacteriol., 177: 4121-4130 (1995); Siegele and Hu, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:
8168-8172 (1997)), ramnozés promotoriy (Haldimann et al., J. Bacteriol., 180: 1277-1286
(1998)), sarminés fosfatazés promotoriy, triptofano (trp) promotoriaus sistemg (Goeddel,
Nucleic Acids Res., 8: 4057 (1980) ir EP 36,776), PLtetO-1 ir Plac/ara—1 promotorius (Lutz
and Bujard, Nucleic Acids Res., 25: 1203-1210 (1997)) ir hibridinius promotorius, tokius kaip
tac promotorius (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 21-25 (1983)).
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Cia vartojamas terminas ,indukuojamas promotorius® reiSkia promotoriy, Kkuris,
prisijunges prie transkripcijos faktoriaus, nukreipia transkripcija padidintu arba sumazintu

greiciu.

Cia vartojamas terminas ,transkripcijos faktorius“ reidkia bet kokius faktorius, kurie
gali prisijungti prie promotoriaus reguliavimo arba kontrolés srities ir taip paveikti
transkripcija. Transkripcijos faktoriaus sintezé arba promotoriy suri§imo gebeéjimas Igsteléje
Seimininkéje gali bati kontroliuojamas veikiant Seimininkg ,induktoriumi“ arba pasalinant
Jrepresoriy® iS Igstelées Seimininkés terpés. Atitinkamai, norint reguliuoti indukuojamo
promotoriaus raiska, j lastelés Seimininkés auginimo terpe pridedamas induktorius arba i$

jos paSalinamas represorius.

Cia vartojama fraze ,sukelti ekspresijg“ arba ,indukuoti raiska“ reiskia padidinti
transkripcijg nuo specifiniy geny, veikiant Igsteles, kuriose yra tokiy geny, efektoriumi arba

induktoriumi.

Cia vartojamas terminas ,induktorius* yra cheminis arba fizinis agentas, kuris, patekes
i lasteles, padidina transkripcijy nuo specifiniy geny kiekj. Tai gali bati maZzos molekulés,
kuriy poveikis bldingas tam tikriems operonams arba geny grupéms ir gali apimti cukry,
alkoholj, metaly jonus, hormonus, Siluma, $altj ir panaSiai. Pavyzdziui, izopropiltio-B-
galaktozidas (IPTG) ir laktoze yra lac UV5 promotoriaus induktoriai, o L-arabinoze yra

tinkamas arabinozés (araB) promotoriaus induktorius.

Cia vartojamas terminas ,indukuojamas promotorius“ yra promotorius, Kuris,
prisijunges prie transkripcijos faktoriaus, nukreipia transkripcijg padidintu arba sumazintu

greiciu.

Cia vartojamas terminas ,,kontroliuojame{s (-a)“ reiSkia nukleorugsciy seka,
funkcionaliai susieta su kita nukleortigsciy seka. Pavyzdziui, promotorius arba stipriklis yra
funkcionaliai susietas su koduojancia seka, jei tai veikia sekos transkripcija. Tam reikia, kad
prijungtos DNR sekos bty viena greta viena kitos ir, jei sekreciniai peptidai yra nuskaitymo

rémelyje.
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Atitinkamai E. coli yra transformuojama naudojant pBR322 - plazmide, gauta i$ E. coli
radiy. Zidr. pvz., Bolivar et al., Gene, 2: 95 (1977). Plazmideéje pBR322 yra geny, suteikianciy
atsparuma ampicilinui ir tetraciklinui tam, kad bty galima identifikuoti transformuotas
lgsteles. Plazmidé pBR322 arba kita mikrobiné plazmide, arba fagas taip pat jprastai turi
arba yra modifikuotas taip, kad jame baty promotoriy, kuriuos bakterinis organizmas gali
naudoti atrenkamy Zzymeny geny raiskai. ISradimo raiSkos sistema apima nukleorhgstj,
koduojancig rekombinantinj baltyma, funkcionaliai prijungta prie pirmojo indukuojamo

promotoriaus.

Sio isradimo raigkos sistema taip pat apima nukleortigstj, koduojanéig T4 lizocimo
baltymg rémelyje su nukleortgstimi, koduojancia PelB sekrecinj signalinj peptida,

funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu promotoriumi.

Cia vartojamas terminas ,sekrecinis signalinis peptidas“ arba ,signalinis peptidas*
reikia peptida, kuris gali blti naudojamas rekombinantiniam polipeptidui i8skirti j bakterijos
Seimininkés periplazma. Heterologinio polipeptido signalas gali bati endogeninis bakterijoms
arba jis gali blti egzogeninis, jskaitant signalus, badingus polipeptidui, kurj gamina bakterijos
Seimininkés. Paprastai signaliné seka gali bati vektoriaus komponentas arba polipeptidines
DNR, jterptos j vektoriy, dalis. Pageidautina, kad vektorius turéty nukleorlgstj, koduojancia
signaline sekg T4 lizocimo baltymo N gale. Pageidautina, kad sekrecinis signalinis peptidas
baty pektato liazé B (PelB). Viename jgyvendinimo variante PelB seka gali bdti i Erwinia
spp. Atitinkamai, &ia atskleista gpe su pelb signaline seka, kuri apima sekg SEQ ID Nr. 2.
Sekrecijos signaliné seka gali bati tiesiogiai susieta su nukleotidy seka, koduojanCia
rekombinantinj polipeptida, pvz. 2-O-metiltransferaze. Kaip alternatyva, tarp sekrecinio
signalinio peptido ir nukleotidy sekos, koduojancios rekombinantinj polipeptidg, pvz. 2-O-
metiltransferaze, gali bati tarpiklis. Tarpiklis gali apimti daugiau arba maziau nei 9

nukleotidus, tokius kaip, pavyzdziui, nuo 5 iki 20 nukleotidy.

Konstruojant vektorius, turinius vieng arba daugiau auk$&iau aprasyty komponenty,
naudojami gerai zinomi ligavimo metodai. DNR fragmentai suskaidomi ir vél suriSami tokia

forma, kuri reikalinga tinkamiems vektoriams sukurti.
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Patvirtinimg, kad sukonstruotose plazmidése ir vektoriuose yra teisingos sekos,
galima gauti transformuojant E. coli K12 kamieng 294 (ATCC 31,446) arba kitus tinkamus

kamienus, ir atrenkant transformantus pagal atsparuma ampicilinui arba tetraciklinui.

Viename jgyvendinimo variante vektorius ekspresuoja 2-O-metiltransferaze,
kontroliuojant IPTG indukuojamam pT7 promotoriui arba IPTG indukuojamam lacUV5
promotoriui. Pageidautina, kad vektorius baty pLATE31 vektorius. Viename jgyvendinimo
variante vektorius yra pBR322 vektorius. Viename jgyvendinimo variante vektorius yra
pLATES31-VP39delta32-KnR, kaip aprasyta cia.

Viename jgyvendinimo variante vektorius ekspresuoja T4 fago lizocima, turintj N gale
PelB signaline seka, kontroliuojama araB promotoriaus. PavyzdZiui, T4 bakteriofago
lizocimo genas gpe su pelB signaliniu peptidu gali bati klonuojamas j grieZtai kontroliuojama
pLATE11 vektoriy (kat. K1241, Thermo Fisher) tam, kad bty sumaZinta lizés geny raiska
neindukuotose lgstelése — fragmentas, kuriame yra transkripcijos terminatorius rrnBT1-T2
uzkerta kelig bazinei geno raiSkai nuo vektoriaus, gauto i§ promotoriaus tipo elementy, T7
RNR polimerazés promotorius, kuris valdo klonuoto gpe geno transkripcija, ir dvi Soninés lac
operatoriaus sekos uZztikrina grieztg geny raiSkos kontrole, Ptet promotorius sumazina
bazine raiskg nuo T7 promotoriaus, T7 terminatorius nutraukia transkripcijg nuo T7
promotoriaus, o lac represorius, kuris uztikrina grieztg bazinés raiSkos kontrole nuo T7
promotoriaus, gali bati subklonuotas j pACYC184 vektoriy, kuris turi p15A replikacijos
pradzig ir yra suderinamas su plazmidémis, turin€¢iomis ColE1 ori (plazmidé pACYC184) -
PT7- pelB-gpe-lacl). Atitinkamai, viename jgyvendinimo variante vektorius yra pACYC184-
PT7-pelB-gpe-lacl. Viename jgyvendinimo variante vektorius yra pLATE11. Viename
jgyvendinimo variante vektorius yra pBR322 vektorius. Viename jgyvendinimo variante
vektorius yra pET29 vektorius. Viename jgyvendinimo variante vektorius yra pLysS-lacl-
PcsP-pelB-gpe, kur lacl-PcsP yra $al€iu indukuojamas promotorius csp tandeme su IPTG
indukuojamu operonu lacl. Viename jgyvendinimo variante vektorius yra pACYC184-lacl-

Pcsp-PelB-gpe.
Lastelé Seimininké

ISradimo metode panaudojama lgstelé Seimininke, t. y. E. coli, transformuota arba

transfekuota auksciau aprasytomis raiskos sistemomis.
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Cia vartojamas terminas ,transformuotas* arba ,transformacija“ reiskia DNR jvedimag
j organizmg taip, kad DNR bty replikuojama arba kaip ekstrachromosominis elementas,
arba kaip chromosominé integracija. Priklausomai nuo naudojamos Igstelés Seimininkeés,

transformacija yra atliekama naudojant standartinius tokioms Igsteléms tinkamus metodus.

Rekombinantinés lastelés, skirtos naudoti Sio iSradimo metoduose, gali bati
pagamintos panaudojant rekombinantines DNR technologijas, kurios yra zinomos tos
srities specialistui (zidr. pvz., Kotewicz, M. L., et al., Nucl. Acids Res. 16:265 (1988); Soltis,
D. A, and Skalka, A. M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3372-3376 (1988)). Tokios
rekombinantinés Igstelés gali bdti auginamos taikant standartinius mikrobiologinius
metodus, panaudojant auginimo terpe ir inkubavimo salygas, tinkamas tam tikry rasiy
aktyvioms kultGroms auginti, kurios yra gerai zinomos tos srities specialistui (Ziar. pvz.,
Brock, T. D., and Freeze, H., J. Bacteriol. 98(1):289-297 (1969); Oshima, T., and Imahori,
K., Int. J. Syst. Bacteriol. 24(1):102-112 (1974)).

Transformacija reiSkia DNR jvedimg | organizma taip, kad DNR baty replikuojama
kaip ekstrachromosominis elementas, arba kaip chromosominé integracija. Priklausomai
nuo naudojamos lastelés Seimininkés, transformacija atliekama naudojant standartinius
tokioms Igsteléms tinkamus metodus. Apdorojimas kalciu naudojant kalcio chlorida, kaip
aprasyta Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989), jprastai naudojamas bakterijy lgsteléms, kuriose yra
esminiy lgsteliy sieneliy barjery. Kitame transformacijos bide panaudojamas polietileno
glikolis/DMSO, kaip aprasyta Chung and Miller, Nucleic Acids Res., 16: 3580 (1988). Dar
vienas metodas yra technologijos, vadinamos elektroporacija, panaudojimas.

Cia vartojamos sgvokos ,lastelé, ,lasteliy linija“ ir ,lasteliy kultdra“ yra vartojamos
pakaitomis, ir visos $ios sgvokos apima palikuonis. Taigi, Zodziai ,transformantai® ir
Jransformuotos Igstelés” apima pirmine lastele ir i$ jy gautas kultdras, neatsizvelgiant |

pasazy skaiciy.

Cia vartojama ,Escherichia coli‘ arba ,E. coli‘ rei$kia gramneigiama, fakultatyving
anaerobine lazdelés formos koliformine Escherichia genties bakterija. E. coli kaip
geimininkés kamienai, skirti rekombinantiniy DNR produkty fermentacijai, yra gerai Zinomi
Sioje srityje ir apima E. coli B (pvz., BL21(DE3) arba jos darinius, E. coli W3110 (ATCC



19

27,325), E. coli294 (ATCC 31,446) ir E. coliX1776 (ATCC 31,537). Sio i$radimo metoduose
E. coliB ir E. coli JS007 yra tinkamiausias Seimininkas.

Pagal i§radimo bldg E. coli gali bati transformuota vienu arba dviem raiSkos
vektoriais, turingiais nukleorfigstj, koduojanc¢ig rekombinantinj baltyma, ir nukleortgstj,
koduojancig T4 lizocimo baltymag. Viename jgyvendinimo variante bakterinés Igstelés
transformuojamos dviem vektoriais, atitinkamai turiniais nukleortgstj, koduojancia
rekombinantinj baltyma, ir nukleorigstj, koduojanéig T4 lizocimo baltyma. Alternatyviame
jgyvendinimo variante nukleorlgstis, koduojanti rekombinantinj baltyma, ir nukleorigstis,
koduojanti T4 lizocimo baltyma, yra viename vektoriuje, kuriuo transformuojamos bakterinés

Igstelés.

E. coli Iastelés yra transformuojamos auksciau aprasytu (-ais) Sio iSradimo raiskos
vektoriumi (-iais) ir kultivuojamos jprastose mitybinése terpése, modifikuotose taip, kaip baty
tinkamos jvairiems promotoriams indukuoti, jei indukcija vykdoma.

Viename jgyvendinimo variante Igstelé Seimininké yra E. coli, pageidautina E. coli B
arba E. coli JS007 kamienas, transformuotas vektoriumi, ekspresuojanéiu 2-O-
metiltransferaze, kontroliuojant IPTG indukuojamam PT7 arba IPTG indukuojamam lacUV5
promotoriui. Vektorius gali bati bet koks tinkamas vektorius, pvz., pLATE31 arba pBR322

vektorius.

Viename jgyvendinimo variante Igstelé Seimininké yra E. coli, pageidautina E. coli B
kamienas, toks kaip BL21(DE3) arba pageidautina E. coli JS007 kamienas, transformuotas
vektoriumi, ekspresuojanciu T4 fago lizocima, turinff N galo PelB signaling seka,
kontroliuojamg araB promotoriaus. Vektorius gali bati bet koks tinkamas vektorius, pvz.,
pLATE11 arba pBR322 vektorius.

Viename jgyvendinimo variante Igstelé Seimininkeé yra E. coli, pageidautina E. coli B
arba pageidautina E. coli JS007 kamienas, transformuotas vektoriumi, ekspresuojanciu 2-
O-metiltransferaze, kontroliuojant IPTG indukuojamam promotoriui, tokiam kaip PT7 arba
lacUV5 promotoriui, ir T4 fago lizocima, turintj N-galine PelB signaling sekg, kontroliuojant
araB promotoriui. Vektorius gali bati bet koks &ia apraSytas tinkamas vektorius, pavyzdziui
toks kaip pACYC184 vektorius arba pBR322 vektorius.
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Lasteliy kultara

Auksciau aprasytos transformuotos Iastelés Seimininkés yra fermentuojamos taip, kad
ekspresuoty nukleortgstj, koduojanéig baltymg (pvz., 2-O-metiltransferaze) ir nukleorgstj,
koduojancig T4 lizocima.

Cia vartojami terminai ,fermentavimas® ir ,kultivavimas* vartojami pakaitomis, norint
nurodyti dideliais kiekiais auginamas lasteles auginimo terpéje. Tai apima eksponentine
faze, kuriai badingas lIgsteliy padvigubéjimas, todél masinis augimas ir stacionari fazé, kai
lasteliy augimo greitis ir zaties greitis yra vienodi, daznai dél augima ribojancio veiksnio, tokio
kaip pagrindinés maistinés medziagos iSeikvojimo ir (arba) slopinamojo produkto, tokio kaip

organinés ragsties, susidarymo.

ISradimo procese kiekvieno i§ rekombinantinio baltymo ir T4 lizocimo raiSka yra
kontroliuojama susijusiy promotoriy indukcijos déka. Kiekvieno baltymo (pvz., 2-O-
metiltransferazeés) ir T4 lizocimo promotoriy indukcija gali bati atliekama nuosekliai arba

vienu metu.

Nukleorlgsties, koduojancios rekombinantinj baltymg ir T4 lizocima, rai$kos indukcija
yra vykdoma, pageidautina, j kultlrg pridedant induktoriy. Paprastai induktorius pridedamas
po to, kai Igstelés yra kultivuojamos, kol pasiekiamas tam tikras optinis tankis, pvz. OD600
0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0 arba didesnis. Viename jgyvendinimo variante
T4 lizocimo induktorius yra pridedamas kartu su rekombinantinio baltymo induktoriumi.
Viename jgyvendinimo variante T4 lizocimo induktorius yra pridedamas nuosekliai po

rekombinantinio baltymo indukcijos.

Viename jgyvendinimo variante kiekvieno rekombinantinio baltymo ir T4 lizocimo
promotoriy indukcija vyksta vienu metu. Siame jgyvendinimo variante T4 lizocimo ir
polimeraze koduojanéios nukleoriigsties promotoriai gali bati identiski. Nors promotoriai gali
bati bet kokie Siam tikslui tinkami promotoriai, pageidautina, kad rekombinantinio baltymo ir

polimerazés promotoriai baty IPTG indukuojami promotoriai, pavyzdZiui, T7 promotoriai.

Viename jgyvendinimo variante kiekvieno rekombinantinio baltymo ir T4 lizocimo

promotoriy indukcija yra nuosekli, o T4 lizocimo promotoriaus indukcija prasideda mazdaug
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po1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 arba daugiau valandy po rekombinantinio baltymo promotoriaus
indukcijos. Siame jgyvendinimo variante T4 lizocimg koduojangios nukleorligsties ir
polimeraze koduojan&ios nukleorigsties promotoriai turi bati skirtingi tam, kad
nukleortigéties koduojamo rekombinantinio baltymo raiSka baty indukuota pries
nukleortgsties koduojamo T4 lizocimo raiskg arba daug aukstesniu lygiu, kai promotoriai yra
indukuojami. Nors promotoriai gali bati bet kokie Siam tikslui tinkami promotoriai,
pageidautina, kad rekombinantinio baltymo ir polimerazés promotoriai baty atitinkamai
arabinozés promotorius ir IPTG indukuojamas promotorius.

Kai T4 lizocimo induktorius pridedamas nuosekliai, tai induktorius jprastai pridedamas
po to, kai susikaupia norimas kiekis rekombinantinio baltymo (pavyzdziui, kai nustatoma
pagal optinj tankj, pasiekiantj tikslinj kiekj, kuris buvo pastebétas praeityje, ir kuris koreliuoja
su norimu polipeptido kaupimusi). |prastai T4 lizocimo indukcija vyksta po inokuliacijos,
pragjus mazdaug 75-90 %, pageidautina mazdaug 80-90 % viso fermentacijos proceso laiko.
Pavyzdziui, T4 lizocimo promotoriaus indukcija gali jvykti pragjus mazdaug 30 valandy,
pageidautina 32 valandoms, iki mazdaug 36 valandy po inokuliacijos fermentacijos procese,
trunkang&iame 40 valandy. PavyzdZiui, T4 lizocimo promotoriaus indukcija gali jvykti praéjus
mazdaug 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 arba daugiau valandy po rekombinantinio baltymo (pvz.,

2-O-metiltransferazés) raiSkos indukcijos.

T4 lizocimo indukcija lgstele padaro pralaidzia taip, kad susiformuoty sferoplastas,
i&skiriantis rekombinantinj baltymg (pvz., 2-O-metiltransferaze). Cia vartojamas terminas
.padaro pralaidzia“ reikia angy padaryma lgstelés sieneléje jos visiSkai nepaSalinant.
.Sferoplastas® — tai lgstele, kurioje gramneigiamos bakterijos |gstelés sienelé iS dalies
prarandama, ir ji tampa sferine. Sferoplastizacija gali bati atliekama gramneigiamas
bakterijas apdorojant lizocimu, penicilinu arba pan. Kadangi sferoplastizuoty gramneigiamy
bakterijy lgsteliy membrana i§ dalies prarandama, informacijg apie tikslinio baltymo ir
polipeptido sgveika (elektrofiziologinius pokyc&ius) galima analizuoti elektrofiziologiniu
metodu. Be to, to paties polipeptido didelé koncentracija yra vienos Igstelés sferoplaste, o
tai yra palanki sglyga iSmatuoti polipeptido aktyvuma tiksliniame baltyme. Paprastai
sferoplastai, kurie i$laiko i§ esmés visas sferoplaste esancias nukleoriigstis, tuo paciu
leidZiant vidulgsteliniams baltymams (jskaitant rekombinantinj baltyma) judéti per sferoplasto

membrana.
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Jprastai kultivavimo etapas vyksta esant dideliam lasteliy tankiui, tai yra, kai lgsteliy
tankis yra nuo 15 iki 150 g sausos mases/litre, pageidautina maziausiai apie 40, labiau
pageidautina apie 40-150, labiausiai pageidautina nuo mazdaug 40 iki 100. Be to kultivuoti
galima naudojant bet kokius, net labai didelius 100 000 litry tdrius. Pageidautina, kad taris
bty apie 100 litry arba didesnis, pageidautina bent apie 500 litry, o labiausiai pageidautina
nuo mazdaug 500 litry iki 100 000 litry.

E. coli |astelés, naudojamos Siame iSradime apraSytam dominané&iam polipeptidui
gaminti, yra kultivuojamos tinkamoje terpéje, kurioje promotoriai gali bati indukuojami, kaip

jprastai aprasyta, pvz., Sambrook ir kt.

Savokos "terpe", "lasteliy auginimo terpé" ir "fermentacijos terpé" ia vartojamos
pakaitomis ir reiskia tirpala, kuriame yra maistiniy medziagy, reikalingy bakterijoms, t. y. E.
coli, augti. Paprastai Igsteliy auginimo terpéje yra batiny ir nepakei¢iamy aminorags&iy,
vitaminy, energijos $altiniy, lipidy ir mikroelementu, kuriy lastelei reikia minimaliam augimui
ir (arba) iSgyvenimui. Pageidautina, kad terpé baty chemiskai apibrézta tuo, kad visi jos
komponentai ir jy koncentracija baty zinomi. Jei Iastelés kultivuojamos periodinio tiekimo
rezimu, kaip aprasyta toliau, terminas ,kultdros terpe“ reiSkia ir bazine, ir maitinimo terpe, jei
nenurodyta kitaip. Terpés pH verté gali bati bet koks pH nuo 5 iki 9, daugiausia priklausomai
nuo Seimininko organizmo.

Norint kaupti rekombinantinj geno produkta, t. y. rekombinantinj baltyma, tokj kaip 2-
O-metiltransferaze, lastelé Seimininké yra kultivuojama tokiomis salygomis, kuriy pakanka
geno produkiui kaupti. Tokios salygos apima, pvz., temperatiirg, maistines medZiagas ir
lasteliy tankio salygas, kurios leidzia lasteléje ekspresuoti ir kaupti baltymus. Be to, tokios
sglygos yra tokios, kurioms esant Igstelé gali atlikti pagrindines Igstelines funkcijas —
transkripcija, transliacijg ir baltymy peréjima i§ vieno lIgsteles skyriaus | kitg, skirtg
i8skiriamiems baltymams, kaip tai zinoma Sios srities specialistams.

Galimos skirtingos Iasteliy kultTros strategijos, jskaitant kultlra, auginama uzdarose

talpose, perfuzine kulttira, nuolatine kultlra ir periodinio tiekimo kultlra.

Viename 8io iSradimo metody jgyvendinimo variante temperatira pakeiiama

kultivavimo proceso metu i§ pirmosios temperatdros j antraja, t. y. temperatlra yra aktyviai



23

mazinama. Pageidautina, kad antroji temperatira baty Zemesné nei pirmoji. Pirmoji
temperatira gali bati 37 °C £ 0,2 °C. Antroji temperatdra gali bati intervale nuo 25 °C iki 36
°C, pageidautina, kad ji bty intervale nuo 28 °C iki 36 °C, labiau pageidautina, kad ji baty
nuo 28 °C iki 32 °C, labiausiai pageidautina, kad ji baty nuo 29 °C iki 31 °C. Antroji
temperatlra gali bati 29 °C, 30 °C arba 31 °C. Viename jgyvendinimo variante pirmoji
temperatdra yra 37 °C, o antroji temperatira yra 30 °C.

Geny raiska gali bati matuojama meéginyje tiesiogiai, pavyzdziui, naudojant jprasta
Northern blot metoda, siekiant kiekybiskai jvertinti mRNR transkripcija (Thomas, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 (1980)).

Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose bakterijos kultivuojamos bioreaktoriuje. Kaip
aprasyta Cia, buvo jrodyta, kad iSradimo metodai yra ypac tinkami didelio masto gamybai,
pvz., bioreaktoriuje arba talpose, kuriy tdris didesnis nei 1 |. Kai kuriuose jgyvendinimo
variantuose bioreaktorius yra maziausiai apie 1 | tdrio, maziausiai apie 5 | tdrio, maZiausiai
apie 10 | trio, maziausiai apie 15 | tlrio, maziausiai apie 20 | tGrio, maziausiai apie 30 | tdrio,
maziausiai apie 40 | tQrio, mazZiausiai apie 50 | tdrio, maZiausiai apie 100 | tirio, maziausiai
apie 200 | tario, maziausiai apie 250 | tQrio, maZiausiai apie 500 | tario, maziausiai apie 750
| tGrio, maziausiai apie 1000 | tdrio, maziausiai apie 1500 | tQrio, maziausiai apie 2000 | tdrio,
maziausiai apie 2500 | tdrio, maziausiai apie 3000 | tdrio, maZiausiai apie 3500 | tdrio,
maziausiai apie 4000 | tdrio, maziausiai apie 5000 | tQrio, maZiausiai apie 7500 | tdrio,
maziausiai apie 10 000 | tGrio, maziausiai 15 000 | tdrio, maziausiai 20 000 | tirio, maZiausiai
30 000 | thrio, maziausiai 50 000 | tdrio , maziausiai apie 100 000 | tdrio, maziausiai apie
150 000 | tario, maziausiai apie 200 000 | tdrio, maZiausiai apie 250 000 | tario, maziausiai
apie 300 000 | tdrio, maziausiai apie 350 000 | tdrio, maZiausiai apie 400 000 | tdrio,
maziausiai apie 450 000 | tdrio arba maZziausiai apie 500 000 | tdrio.

Kadangi rekombinantinis polipeptidas (pvz., 2-O-metiltransferazé) yra sékmingai
i8skiriamas j lgsteliy kultGros supernatantg auginimo proceso metu, rekombinantinis
polipeptidas gali bati iSskirtas auginimo proceso pabaigoje, atskiriant Igsteliy kulttros
supernatanta, apimantj rekombinantinj baltyma. Sis metodas sekmingai pasalina poreikj
lizuoti transformuotas Igsteles tam, kad baty galima iSskirti rekombinantinj baltyma. Taip
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sumazinamas lgsteliy nuolauzy kiekis ir nukleoriigs¢iy bei kity molekuliy iSsiskyrimas,

galintis tureéti jtakos rekombinantinio baltyminio produkto kokybei.

Lasteliy surinkimas reiSkia fermentacijos / kultivavimo pabaigg. Lastelés gali bati
surenkamos bet kuriuo fermentacijos momentu, kuris laikomas pakankamu fermentacijos
procesui uzbaigti ir ekspresuojamam rekombinantiniam baltymui iSgauti. Lasteliy surinkimas
gali jvykti tarp 10 ir 60 valandy po salygy, leidzianéiy ekspresuoti rekombinantinj baltyma,
indukcijos. PavyzdZiui, lastelés gali bati surenkamos praéjus nuo 15 iki 40 valandy po
indukcijos. Lasteliy surinkimo metu fermentuotg auginimo terpé apima lasteles, kurios buvo
autolizuotos, ir kuriy membrana padaryta pralaidi. Pavyzdziui, apie 50% arba daugiau
surinkty lasteliy galéjo bati autolizuotos. Kaip alternatyva apie 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70
%, 80 % arba 85 % surinkty Igsteliy buvo autolizuotos.

Cia vartojami terminai ,lasteliy lizavimas®, ,lizé* arba ,lizavimas“ reiskia DNR
i8siskyrima i$ Igstelés dél visisko Igstelés membranos pazeidimo. Jei lastelé netenka DNR,
ji gali bati vertinama kaip nebegyvybinga, t. y. mirusi. PrieSingai, ,membranos pralaidumas”
ir ,pralaidumas” reiskia Igstelés membranos vientisumo sutrikima, kuris atsiranda dél
rekombinantinio produkto nutekéjimo | Igsteliy kultlros supernatantg be visiSkos lgstelés
membranos lizés. ISradimo budas leidZia iSskirti rekombinantinj baltymg visiSkai nesuardant
lgsteliy. Tiksliau, iSradimo biddas numato rekombinantinio baltymo iSskyrima, kuris turi bati
atliktas be mechaninio lastelés ardymo; nepridedant egzogeninio fermento, kuris ardo
Igstelés sienele; be lastelés transformacijos raiSkos vektoriais, turinéiais nukleorigst;,
koduojan&ig egzogeninj fermenta, kuris ardo citoplazmine membrang, pvz. T4 holino
baltyma. Atitinkamai, jgyvendinimo variantuose iSradimo bldas neapima né vieno i§ Siy
veiksmy: (i) mechaninio Igsteliy ardymo; (ii) egzogeninio fermento, kuris ardo Igstelés
sienele, pridéjimo; ir (iii) Iastelés transformavimo raiSkos vektoriais, turinéiais nukleortigstj,
koduojanéig egzogeninj fermenta, kuris ardo citoplazmine membrang, pvz. T4 holino

baltyma.

Yra zinomi metodai, skirti stebéti ir rekombinantinio produkto iSsiskyrima, ir Igsteliy
lize. Abiem bendras metodas yra zymeny molekuliy aptikimas, pvz. uzlgstelinis produktas,
parodantis iSsiskyrimg arba DNR lize. ISsiskyrimo matavimo metodai apima fotometrija
(Dietzsch, J. Biotechnol., 163 , pp. 362-370 (2013); Wurm, Eng. Life Sci., 17 pp. 215-222
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(2017)) ir didelio efektyvumo skys€iy chromatografija (Amand, Biotechnol. Prog., 30 , pp.
249-255 (2014); Kaiser Eng. Life Sci., 8 pp. 132-138 (2008);). Lizés matavimo metodai apima
kolorimetrinius tyrimus rankiniu bGdu valdomais fotometrais (at-line) arba suporuotus su
skyséiy valdymo sistemomis (at/on-line) (Rajamanickam, Anal. Bioanal. Chem., 409, pp.
667-671 (2017)) ir infraraudonyjy spinduliy/ramano spektroskopijg (Abu- Absi, Pharm.
Bioprocess., 2 , pp. 267-284 (2014); Buckley, Appl. Spectrosc., 71 , pp. 1085-1116 (2017);
ClaBen, Anal. Bioanal. Chem., 409 pp. 651-666 (2017); Sales, Biotechnol. Prog., 33 ,pp.
285-298 (2017)). Autolizé gali bati netiesiogiai nustatoma pagal DNR koncentracija

iSgrynintose surinktose Igstelése arba pagal talpa.

ISskirti rekombinantiniai baltymai yra jautrds Iasteliy kultdros nestabilumui, pavyzdZiui,
agreguoja ir suformuoja netinkama erdvine struktirg po sekrecijos / Iasteliy lizés. Tam tikry
jgyvendinimo varianty atveju | lIgsteliy kultira pridedama stabilizuojan€io agento.
Stabilizatorius gali blti pridedamas prie§ fermentacija, jos metu arba po jos. Tinkamy
stabilizatoriy pavyzdziai yra kalio chloridas, DTT, natrio chloridas, trehalozé, sacharoze,
glicinas, betainas, manitolis, kalio citratas, CuClz, prolinas, ksilitolis, NDSB 201, CTAB,
K2PO4 Na2S0s4 ir Brij 35. Tam tikruose jgyvendinimo variantuose stabilizuojantis priedas gali

apimti aminortgstis, tokias kaip argininas.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose gali bdti naudojamas nukleorlgsties
inaktyvavimo agentas (pvz., benzonaze) tam, kad baty pasalinta laisvg nukleortgstis (DNR
ir (arba) RNR) i$ Iasteliy kultGros. Nukleorgsties inaktyvavimo agentas gali bati pridetas
prie§ fermentacijg, jos metu arba po jos. Pageidautina, kad prie§ nuskaidrinant Igsteliy
kultirg nukleortgséiy inaktyvavimo agentas neblty centrifuguojamas. Taigi, bet Kuris
iSradimo badas gali apimti (i) nukleortgsties (pvz., DNR) inaktyvavimo agento (tokio kaip
benzonazes) pridéjimg j Iasteliy kultdra, nesant tolesnio centrifugavimo etapo.

Nuskaidrinimas

Pagal $io iradimo metodus autolizuotos ir (arba) pralaidzios Igstelés yra atskiriamos
nuo auginimo terpés prie§ produkto iSskyrimag ir iSgryninimg i8 uZlgstelines terpes

nuskaidrinant.



26

Cia vartojami terminai ,nuskaidrinti“, ,nuskaidrinimas*, ,nuskaidrinimo pakopa“ reiskia
procesa, apimantj vieng arba daugiau pakopy, naudojama kietoms priemaiSoms pasalinti i$
lgsteliy kultGros tam, kad bdty gautas skystas neapdorotas filtratas, kuriame yra
rekombinantinis baltymas.

Nuskaidrinimo pakopos efektyvumas yra labai svarbus siekiant palengvinti tolesnius
apdorojimo etapus, kai reikia iSvalyti dominancig biomolekule. Parametrai, galintys tureti
jtakos nuskaidrinimo pakopai, apima bendra Iasteliy koncentracija, lasteliy gyvybinguma,
pradinj nuskaidrinimui skirtos Igstelés kultlros drumstuma, kultivuojamy Igsteliy gaminamos
biomolekules koncentracija ir lasteliy liekany dydj. Cia vartojamas terminas "bendra Igsteliy
'koncentracija" (TCC) reiskia Igsteliy skaigiy tam tikrame kultiiros tdryje. Cia vartojamas
terminas "gyvybingy lasteliy koncentracija" (VCC) reiskia gyvy lasteliy skaiciy tam tikrame
kulttros tdryje, nustatyta standartiniais, zinomais, gyvybingumo tyrimais. Cia vartojamas
terminas ,gyvybingumas*“ reikia gyvy lasteliy procentinj kiekj. |prastai kuo didesnis TCC,
tuo didesné biomase, kurig reikia pasalinti i§ lasteliy kultdros, ir tuo didesnis poveikis
nuskaidrinimui. Cia vartojamas terminas ,drumstumas“ reikia skys¢io drumstuma arba
miglotuma, kurj sukelia daug atskiry daleliy. Visy pirma, drumstumas rodo medziagos ir
mazy daleliy kiekj skystyje, galin¢iy iSsklaidyti Sviesa. |prastai lasteliy kultdros drumstumas
koreliuoja su esanciomis kultroje lastelémis, Iasteliy liekanomis, nukleorlgstimis ir Igsteliy
$eimininkiy baltymu (HCP) papildomai prie rekombinantinio polipeptido.

Nuskaidrinimo pakopa sumazina pradinj fermentuotos lasteliy kultlros drumstuma iki
mazesnio nuskaidrintos lasteliy kultiros drumstumo tam, kad bty gauta nuskaidyta Igsteliy
kultdra su didziausia dominan&ios biomolekulés koncentracija ir mazesniu Kkiekiu kitos

Igsteliy kultros medziagos.

Viename jgyvendinimo variante pradinis fermentuoty Igsteliy kultiros drumstumas yra
didesnis nei apie 10000 NTU, apie 20 000 NTU, apie 30000 NTU. Kai kuriuose
jgyvendinimo variantuose pradinis fermentuoty lasteliy kultGros drumstumas yra tarp
mazdaug 10 000 NTU ir mazdaug 150 000 NTU, tiksliau, apima nuo mazdaug 30 000 NTU
iki mazdaug 100 000 NTU.
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Viename jgyvendinimo variante nuskaidrintos Igsteliy kultiros drumstumas yra lygus
arba mazesnis uz mazdaug 40, 30, 25 arba 20 NTU. Pageidautina, kad nuskaidrintos Igsteliy

kultlros drumstumas bty lygus mazdaug 20 NTU arba mazesnis.

Tam, kad nuskaidrinimo metodas bty efektyvus, taip pat svarbu maksimaliai padidinti
na$uma. Cia vartojami terminai ,na8umas* arba ,jkrovos talpa“ arba ,talpa“ gali biti vartojami
pakaitomis, ir nurodo tdrj, nuskaidrintg skaidrinimo funkcionaliajame vienete, pavyzdZiui, per

filtrg iSfiltruota tarj, tiksliau, tarj, normalizuotg pagal filtro plotg (L/m?2).

ISradimo lasteliy kultdros i$skaidrinimas apima pirminj nuskaidrinimo etapa. Cia
vartojami terminai ,pirminis nuskaidrinimas*“ reiSkia dideliy daleliy, tokiy kaip visos Igstelés ir
lasteliy nuolauzos, pasalinima. |gyvendinimo variantuose po pirminio nuskaidrinimo gali sekti
antrinis nuskaidrinimo etapas. Cia vartojamas terminas ,antrinis nuskaidrinimas* jprastai
reiSkia mazesniy daleliy, pvz., daleliy mazesniy nei visos lastelés, pasalinima. Kiekviename
i§ pirminio ir antrinio nuskaidrinimo etapy kaip nuskaidrinimo funkcionalusis vienetas

naudojamas filtras.

Tinkamiausiame jgyvendinimo variante pirminis nuskaidrinimo etapas ir (arba) antrinis
nuskaidrinimo etapas yra mikrofiltravimas. |prastai mikrofiltravimas naudojamas 0,1-10 um
dydzio daleléms atskirti nuo tirpalo. Dazniausiai jis naudojamas atskirti polimera, kurio
molekuliné maseé yra 1 x 10° g/mol. Be to, mikrofiltravimas gali bati naudojamas nuosédoms,
pirmuoniams, dideléms bakterijoms ir kt. pagalinti. Siame i§radime mikrofiltravimas gali bati
lengvai naudojamas iStisoms Igsteléems ir lIgsteliy nuolauzoms paSalinti. |prastai
mikrofiltravimo procesas atliekamas naudojant slégio siurblj arba vakuuminj siurblj, kurio

greitis yra 0,1-5 m/s, pageidautina 1-3 m/s, ir slégis 50-600 kPa, pageidautina 100-400 kPa.

Tinkamiausiame jgyvendinimo variante pirminis nuskaidrinimo etapas ir (arba) antrinis
nuskaidrinimo etapas yra giluminis filtravimas. Cia vartojamas terminas ,filtravimas giluminiu
badu” reiSkia technologija, kuri iSnaudoja tam tikro poétumo filtrus tam, kad baty sulaikytos
terpés daleles visame filtre, o ne tik ant filtro pavirSiaus. Giluminiai filtrai jprastai yra sudaryti
i§ celiuliozés pluosty arba sintetiniy polimeriniy pluosty, tokiy kaip poliakrilas arba
polistirenas. Sie pluostai sudaro trimatj tinklg su tam tikru porétumu. Giluminis filtras gali bati
tinkamas pirminiam ir (arba) antriniam iSskyrimui arba tik pirminiam arba antriniam

iSskyrimui. Filtrai, tinkami pirminiam ir (arba) antriniam regeneravimui, taip pat Zinomi kaip
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"vienpakopiai filtrai". Vienpakopiai filtrai gali bati naudojami tiek pirminiam, tiek antriniam
iSskyrimui atlikti, arba jie gali bati naudojami kaip filtrai pirminiam iSskyrimui ir kartu su
tolesniu antrinio iSskyrimo filtro naudojimu. Tam tikruose jgyvendinimo variantuose Sis
giluminis filtras yra teigiamai jkrautas. Sgveika tarp teigiamai jkrauto filtro ir koloidiniy daleliy
fermentuotoje Igsteliy kultdroje sékmingai leidZia paSalinti tokias mazas priemaisas, 0

didesnes daleles sulaiko filtro matricos porétumas.

Filtras gali bdti sudarytas i§ jvairiy medziagy, gerai zinomy Sioje srityje. Tokios
medziagos gali apimti, bet neapsiribojant, polimerines medziagas, tokias kaip nailonas,
celiuliozés medziagas (pvz., celiuliozés acetata), polivinilideno fluoridg (PVDF),
polietersulfong, poliamida, polisulfona, polipropileng ir polietileno tereftalatg. Tam tikry
jgyvendinimo varianty atveju filtrai, naudotini Igsteliy lizatams nuskaidrinti, gali apimti, bet
neapsiribojant, StaxTM giluminiy filtry sistemas (Pall Life Sciences), ULTIPLEAT
PROFILE™ filtrus (Pall Corporation, Port Washington, NY), SUPOR™ membraninius filtrus
(Pall Corporation, Port Washington, NY). Prekyboje parduodami giluminiai filtrai apima
StaxTM giluminiy filtry sistemas (Pall Life Sciences), Millistak+ Pod giluminiy filtry sistema,
XOHC media (Millipore Corporation), Zeta Plus™ giluminj filtrg (3M Purification Inc.) ir kt.

Jgyvendinimo variantuose pirminis nuskaidrinimas atliekamas pirmuoju filtru, kurio
pory dydis uztikrina maziausiai apie 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 7,0,
8,0, 9,0, 10,0, 11,0, 12,0, 13,0, 14,0, 15,0, 16,0, 17,0, 18,0, 19,0, 20,0 um (mikrometras)
arba didesnes sulaikymo ribas. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory dydj,
kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 0,4 pm iki mazdaug 20,0 pm. Kitame
jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo
mazdaug 0,4 um iki mazdaug 9,0 um. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory
dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 0,4 pm iki mazdaug 3,0 um. Kitame
igyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo
mazdaug 0,4 um iki mazdaug 0,8 um. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory
dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 1,0 pm iki mazdaug 3,0 pm. Kitame
jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory dydj, kuris uZztikrina sulaikymo ribas nuo
mazdaug 1,0 um iki mazdaug 20,0 pm. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi
pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 1,0 pm iki mazdaug 9,0 pm. Kitame
jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo



29

mazdaug 4,0 um iki mazdaug 20,0 um. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis filtras turi
pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 4,0 pm iki mazdaug 9,0 pm. Tam
tikrame jgyvendinimo variante pirmoji nuskaidrinimo pakopa yra atliekama panaudojant

pirmajj giluminj filtravima.

Nuskaidrinimo efektyvuma galima pagerinti padidinus filtro pralaiduma. Cia vartojami
terminai ,pralaidumas” arba ,jkrovos talpa“ arba ,talpa“ yra vartojami pakaitomis ir nurodo
tarj, nuskaidrintg funkcionaliu nuskaidrinimo vienetu, pavyzdziui, per filtrg ifiltruotg tarj,
tiksliau, tdrj, normalizuota pagal filtro plotg (L/m?).

Viename jgyvendinimo variante pirminio nuskaidrinimo etapo maksimalus
pralaidumas yra lygus maziausiai 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000 L/m?2.

Jgyvendinimo variantuose antrinis nuskaidrinimas atliekamas antruoju filtru, pvz.
giluminis filtras, kurio pory dydis uztikrina maziausiai 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, 11,0, 12,0, 13,0, 14,0, 15,0, 16,0, 17,0, 18,0, 19,0,
20,0 uM arba didesnes sulaikymo ribas. Kitame jgyvendinimo variante antrasis filtras turi
pory dydj, kuris uztikrina s sulaikymo ribas nuo mazdaug 0,4 pm iki mazdaug 3,0 pm. Kitame
jgyvendinimo variante antrasis filtras turi pory dydj, kuris uZztikrina sulaikymo ribas nuo
mazdaug 0,4 um iki mazdaug 0,8 um. Kitame jgyvendinimo variante antrasis filtras turi pory
dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 1,0 pm iki mazdaug 3,0 yum. Tam tikrame
jgyvendinimo variante antrasis nuskaidrinimo etapas vykdomas panaudojant antrgjj giluminj

filtravima.

Jgyvendinimo variantuose pirminio nuskaidrinimo ir antrinio nuskaidrinimo etapuose
naudojamas tokio paties pory dydzio filtras. |gyvendinimo variantuose ir pirmasis, ir antrasis
filtrai turi pory dydj, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug 0,4 pm iki mazdaug 0,8 pm,
tiek pirmasis, tiek antrasis filtrai turi pory dydij, kuris uztikrina sulaikymo ribas nuo mazdaug

1,0 um iki mazdaug 3,0 pm.

Viename jgyvendinimo variante antrinio nuskaidrinimo etapo maksimalus
pralaidumas yra lygus maziausiai apie 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000 L/m2,
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Viename S$io iSradimo jgyvendinimo variante prie$ pirminj nuskaidrinimg atliekamas
Iasteliy kultlros iSankstinio apdorojimo etapas, siekiant padidinti nuskaidrinimo efektyvuma,

tokj kaip flokuliacija.

Cia vartojamas terminas ,flokuliacija“ reiSkia netirpiy daleliy, tokiy kaip lasteliy
medziaga, jskaitant Igsteles, Igsteliy liekanas, Igstelés Seimininkés baltymus, DNR ir kitus
komponentus, agregacija, nusodinimg ir (arba) aglomeracija, kuria sukelia tinkamo
flokuliavimo agento pridéjimas j fermentuotg Igsteliy kultlrg. Padidinus netirpiy komponenty,
esanCiy fermentuotoje Igsteliy kultdroje, daleliy dydj, pageréja atskyrimo efektyvumas,
pavyzdziui, nuskaidrinimas filtruojant. Flokuliacijg galima inicijuoti Zzinomais metodais,
jskaitant lgsteliy kultiros pH vertés sumazinimg arba flokuliavimo agento pridéjima.
Neribojami flokuliavimo agento pavyzdziai: kalcio fosfatas, kaprilo ragstis, dvivalenciai
katijonai arba teigiamai jkrauti polimerai, tokie kaip poliaminas, polietileniminas (PEI),
chitozanas arba polidialildimetilamonio chloridas (pvz., pPDADMAC), kurie sukelia daleliy
agregacijg del sgveikos su neigiamo kravio Igsteliy pavirSiumi ir Iasteliy liekanomis. Viename
igyvendinimo variante flokuliavimo agentas yra teigiamai jkrautas polimeras, pageidautina
polietileniminas (PEIl). |gyvendinimo variantuose flokuliavimo agentas yra PEI ir yra
pridedamas j fermentuotg lasteliy kultira nuo mazdaug 0,10 % (t/t) iki mazdaug 0,50 % (/t).
Jgyvendinimo variantuose flokuliavimo agentas yra PEIl ir j fermentuota Igsteliy kultGra
pridedama koncentracija yra nuo mazdaug 0,15 % (t/t) iki mazdaug 0,25 % (t/t).
Jgyvendinimo variantuose flokuliavimo agentas pridedamas j fermentuotg Iasteliy kultira
koncentracija lygia mazdaug 0,10 % (t/t), 0,15 % (¥/t), 0,20 % (t/t), 0,25 % (t/t) arba 0,30 %
(t/t). Jgyvendinimo variantuose flokuliavimo agentas yra PEIl ir | fermentuota Igsteliy kulttra
pridedama koncentracija yra lygi mazdaug 0,15 % (t/t) arba mazdaug 0,25 % (t/t).

Viename jgyvendinimo variante flokuliavimo agentas yra tiesiogiai pridedamas |
fermentuoty Igsteliy kultlros skystj fermentacijos pabaigoje, o flokuliuota medziaga, jskaitant
lasteles, yra pasSalinama i$§ lIgsteliy kultdros skyscio filtruojant. Viename jgyvendinimo

variante flokuliavimo agentas pridedamas prie$ surenkant Igsteles.

Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose fermentacija ir nuskaidrinimas atliekami
kaip uzdaros sistemos metodas. Cia vartojamas terminas ,uzdaros sistemos metodas®
reiSkia metodg arba procesg, kuris atliekamas uzdarose steriliose sistemose
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kontroliuojamos aplinkos salygomis, nekeliant jokios iSorinio uzter§imo i$ operatoriaus arba
laboratorijos aplinkos rizikos. Kuriant GGP klasés produkius ypa€ svarbu naudoti uzdarg
sistema. IS esmés pageidaujamuose jgyvendinimo variantuose iSradimo metodai yra uzdary
sistemy metodai, kurie neapima centrifugavimo, nes centrifugavimas negali bati atlikias
uzdaroje sistemoje ir reikalauja tarpinio produkto (lizuoty lgsteliy) perkélimo j centrifugavimo
indus. Nuskaidrinimas po fermentacijos gali bati atliekamas perduodant fermentuotg kultlra
i$ bioreaktoriaus srautu uzdarose vamzdeliy sistemose j nuskaidrinimo filtrus, be jokio

kontakto su operatoriumi.
Tolesnis iSvalyto baltymo apdorojimas

lgyvendinimo variantuose rekombinantinis baltymas gali bati iSskirtas tiesiogiai i$
nuskaidrintos auginimo terpés. Po rekombinantinio baltymo iSskyrimo gali bdti atliekamas
gryninimas, siekiant uztikrinti tinkamg rekombinantinio baltymo grynuma. |vairGs baltymy

gryninimo bidai yra gerai Zzinomi Sios srities specialistams.

Tinkami valymo bldai apima, bet tuo neapsiriboja, yra nusodinimas amonio sulfatu
arba etanoliu, ekstrahavimas ragstimi, gelio elektroforezé, imunoadsorbcija, anijony arba
katijony mainy chromatografija, fosfoceliuliozés chromatografija, hidrofobinés saveikos
chromatografija, giminingumo chromatografija, imuninio giminingumo chromatografija,
gelfiltracija, skystiné chromatografija (LC), didelio efektyvumo LC (HPLC), auk$to naSumo
LC (FPLC), hidroksiapatito chromatografija, lektino chromatografija ir imobilizuoto metalo
giminingumo chromatografija (IMAC). Labiausiai pageidautina, kad rekombinantiniai
baltymai baty i§gryninti skyséiy chromatografijos metody, jskaitant jony mainy, giminingumo

ir gelfiltracija.

Taigi iSradimo metodai pateikia i§ esmés grynus rekombinantinius baltymus. IS esmés
grynas, kaip ¢ia vartojama, reiSkia preparata arba meginj, kuriame i§ esmes néra priemaisy

komponenty, baltymy ir kt.

Visame Sios specifikacijos apraSyme ir teiginiuose Zodziai ,apima“ ir ,sudétyje yra“ bei
ju variantai reiskia ,jskaitant, bet neapsiribojant®, ir jie néra skirti (ir neatmeta) kity daliy,
priedy, komponenty arba pakopy. Visame 8$ios specifikacijos apraSyme ir apibréztyje
vienaskaita apima daugiskaitag, nebent kontekstas reikalauja kitaip. Visy pirma, kai
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naudojamas neapibréztas artikelis, specifikacija turi bati suprantama kaip apimanti

daugiskaitg ir vienaskaitg, nebent kontekstas reikalauja kitaip.

Pozymiai, sveikieji skaiciai, charakteristikos, junginiai, cheminés dalys arba grupés,
aprasytos kartu su konkreciu iSradimo aspektu, jgyvendinimu arba pavyzdZiu, turi bt
suprantami kaip taikytini bet kuriam kitam &ia apraSytam aspektui, jgyvendinimui arba
pavyzdziui, nebent jie su jais nesuderinami. Visos savybeés, atskleistos Sioje specifikacijoje
(iskaitant bet kokias kartu pateiktas apibréztis, santraukas ir brézinius) ir (arba) visi taip
atskleisto metodo arba proceso etapai gali bati derinami bet kokiu deriniu, i8skyrus derinius,
kuriuose bent kai kurios i$ tokiy savybiy ir (arba) etapy yra vienas su kitu nesuderinami.
ISradimas neapsiriboja bet kokiy anks€iau pateikty jgyvendinimo varianty detalémis.
ISradimas apima bet kurj naujg arba bet kokj naujg Sioje specifikacijoje atskleisty savybiy
derinj (jskaitant bet kokias kartu esancias apibréZztis, santraukas ir brézinius), arba bet kurj
naujg, arba bet kokj naujg bet kurio metodo arba proceso etapy derinj, tokiu badu atskleista.

Skaitytojo démesys atkreipiamas j visus straipsnius ir dokumentus, kurie yra pateikti
kartu su Sia specifikacija arba iki jos pateikimo, susijusius su $ia paraiska, ir kurie yra atviri
visuomenei susipaZzinti su Sia specifikacija, o visy tokiy straipsniy ir dokumenty turinys &ia

jtrauktas kaip nuoroda.
Pavyzdziai
1 pavyzdys - MedZziagos ir metodai
Vaccinia viruso 2-O-metiltransferazés geno vp39 konstravimas

Optimizuotas ekspresijai E. coli vp39 genas buvo klonuotas j pLATE31 vektoriy
(Thermo Fisher). NCBI sekos ID: AGJ91263.1, baltymo pavadinimas: daugiafunkcis poli-A
polimerazés mazasis subvienetas VP39 [Vaccinia virus] (1A pav.). Siame pavyzdyje

panaudota 2-O-metiltransferazés aminorlgsciy seka Cia atskleista kaip SEQ ID Nr. 1.
T4 bakteriofago lizocimo geno gpe konstravimas

T4 bakteriofago lizocimo genas gpe buvo klonuotas j grieztai kontroliuojamg pLATE11
vektoriy (kat. Nr. K1241, Thermo Fisher), siekiant sumaZinti lizés geny raiskg neindukuotose
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Igstelése. Be to pelB signalinis peptidas, skirtas pagaminto baltymo perkélimui j periplazmine
erdve, buvo sulietas Gpe N gale. Fragmentas, kurio sudeétyje yra transkripcijos terminatorius
rrnBT1-T2 uzZkirto kelig bazinei geno raiskai nuo promotoriaus tipo elementy, kilusiy i$
vektoriaus, T7 RNR polimerazés promotorius, kuris skatina klonuoto gpe geno transkripcija,
ir dvi flanginés lac operatoriaus sekos uztikrina grieZztg geno raiSkos kontrolg, Ptet
promotorius sumazina bazine raiSka nuo T7 promotoriaus, T7 terminatorius, kuris nutraukia
transkripcijg nuo T7 promotoriaus, ir lac represorius, uZtikrinantis grieztg bazinés raiskos
kontrole nuo T7 promotoriaus, buvo subklonuoti | pACYC184 vektoriy, kuris turi p15A
replikacijos pradzig ir yra suderinamas su plazmidémis, turiniomis ColE1 ori (plasmidé
pACYC184-PT7-pelB-gpe-lacl) (1B pav.).

Siame pavyzdyje buvo naudojamas modifikuotas polipeptidas, vadinamas Gpe, kurio
seka kilusi i§ Escherichia coli T4 bakteriofago lizocimo. NCBI referentiné seka:
NP_049736.1, baltymo pavadinimas: glikozido hidrolazés Seimos baltymas (Escherichia
fagas T4). PelB signaliné seka: 1 — 22, T4 bakteriofago lizocimas 23 — 164. Gpe baltymo
seka su PelB signaline seka ¢ia atskleista kaip SEQ ID Nr. 2.

Raiskos kamieno paruosimas

E. coli kamienas JS007 (Thermo Fisher Scientific) buvo transformuotas plazmide
pLATE31-VP39delta32-KnR ir uzsétas ant LB (ne gyvininés kilmés) AOF agaro su
kanamicinu (50 g/l). Raiskos kamienas E. coli JS007 pLATE31-VP39delta32-KnR buvo
kotransformuotas atskirai su lizés plazmide pACYC-PT7-pelB-gpe-lacl, turindia T4
bakteriofago lizocimo geno gpe gena. Transformantai su abiem plazmidémis buvo uzséti ant
LB agaro su kanamicinu (50 mg/l) ir chloramfenikoliu (25 mg/l). Abi transformacijos buvo
pagrijstos kalcio temperatdrinio Soko metodu. Tyrimo Igsteliy bankas (RCB) buvo sukurtas
po transformanty 3 valandy kultivavimo skystoje TB4 AOF terpéje su reikalingais
antibiotikais 37 °C temperatdroje ir 220 aps./min. Sterilus 50 % glicerolio tirpalas buvo
naudojamas 25 % glicerolio RCB gamybai, kuris buvo iSpilstytas j kriogeninius mégintuvélius

ir laikomas -70 ° C temperatdroje.

Auginimo terpe
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Transformacijos ir plazmidziy dauginimas buvo atliekami kietoje ir skystoje LB AOF
terpéje, kurioje buvo peptonas (10 g/l), mieliy ekstraktas (5 g/l), NaCl (10 g/l), ir kietoje
terpéje, pridedant 15 g/I mikrobiologinio agaro, taip pat reikalingy antibiotiky. Periodinio
tiekimo ir auginimo uZdarose talpose kultivavimas buvo atliktas glicerolio pagrindu
sukurtame (AOF) ne gyvininés kilmés sultinyje (TB4 AOF ir TB AOF), kurio sudétis (litre):
peptonas 12 g, mieliy ekstraktas 24 g, (NH4)2SO4 2,68 g, KH2PO4 2,3 g, K2HPO4 12,5 g ir
glicerolio nuo 4 iki 10 g. Be to prie$ auginimg TB10 terpé buvo papildyta Siais steriliais
tirpalais: 3 ml (1 M) MgSQs ir 2 ml mikroelementy tirpalo, kurio sudeétis (litre): CaClz x 2H20
0,5 g, ZnSO4 x 7H,0 0,18 g, MnSO4 x H20 0,1 g, Na,-EDTA 20,1 g, FeClz x 6H,0 16,7 g,
CuS0O4 x 5H20 0,16 g, CoCl> x 6H20 0,18 g; taip pat 1 ml kanamicino (50 mg ml/l) ir 1 ml
chloramfenikolio (30 mg/l).

Raiskos ir autolizés sglygos purtomose kolbose

Inokuliatas, skirtas serijinei baltymy gamybai purtomose kolbose, buvo paruostas per
naktj kultivuojant pasirinktg klong 250 ml purtomoje kolboje su 50 ml TB4 AOF terpeés, kurioje
yra 4 g/l augalinio glicerolio 37 °C temperatdroje. Baltymy gamybai atitinkama uZséjimo
kultdra buvo perkelta j Sviezig TB10 AOF terpe, kurioje yra 10 g/l glicerolio, iki galutinio 50
ml tdrio 250 ml Erlenmejerio purtymo kolbose. Kultira buvo kultivuojama 37 °C
temperatdroje ir 220 aps./min., kol pasieké Igsteliy tankj OD600 1,5-2,0. Indukcija buvo
atlikta naudojant 0,1 mM IPTG. Temperatira indukcijos taske buvo pakeista j 32 °C, ir
kultivavimas buvo tesiamas 17 valandy 220 aps./min.

Raiskos ir autolizeés salygos bioreakioriuje

Lasteliy banko kultdros atgaivinimas (preinokuliato paruoSimas) buvo atliktas
kultivuojant purtomoje kolboje 250 ml Erlenmejerio tipo kolbose su pertvaromis, kuriose yra
50 ml tdrio TB4 AOF terpés su 4 g/l glicerolio, 3 ml/l 1 M MgSOs, 2 ml/l Mkt-MSM, 50 mg/I
kanamicino. ir 25 mg/l chloramfenikolio esant 37 °C, 230 aps./min. 4-6 val. Véliau inokuliato
uzsejimo tlris, apskaiciuotas pagal formule 0,5/preinokuliato OD, buvo perkeltas j Sviezias
2000 ml Erlenmejerio tipo kolbas su pertvaromis, kuriose yra 500 ml tdrio TB4 AOF terpes
su 4 g/l glicerolio, 3 mi/l 1 M MgSOs, 2 ml/l Mkt-MSM, 50 mg/l kanamicino ir 25 mg/l
chloramfenikolio, skirtas inokuliato kultivavimui 25 °C temperatdroje, 260 aps./min., 16-18
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val.

Periodinio tiekimo kultdros fermentacija buvo vykdoma 5 | Biostat A bioreaktoriuose
su TB10 AOF terpe, kurioje yra 10 g/l glicerolio, 3 ml/l 1 M MgSOQOas, 2 ml/l Mkt-MSM, 3 ml/I
10 mg/ml tiamino-HCI, 50 mg/l kanamicino, 25 mg/l chloramfenikolio ir 0,2 ml/l Pluronic,
pradinis kultivavimo tdris 3 |. Faktinis inokuliato uzséjimo tiris, reikalingas séti j bioreaktorius,
buvo apskai€iuotas pagal formule: (fermentacijos taris [ml] x inokuliato tikslinis OD (0,1) )) /
iSmatuotas inokuliato OD. Pradiniai auginimo parametrai tokie: temperattra palaikoma 37
°C, pO2 — 30 %, pritaikant maiSymo greitj ir automatiskai reguliuojant oro srautg (nuo 500 iki
1600 ccm), pH verté koreguojama ties 7,0 + 0,1 pridedant. NH4OH (25 %) arba H3sPQO4 (42,5
%). Periodinio tiekimo kultros fazé buvo palaikoma padavimo tirpalu, kuriame yra 60 g/l
augalinio peptono tirpalo, 60 g/l mieliy ekstrakto, 10,57 g/l (NH4)2SO4, 2 ml/| Mkt-MSM, 80
ml/l 1 M MgSOa4 400 g/l glicerolio, 50 mg/I kanamicino ir 25 mg/l chloramfenikolio. Tiekimo
profilis buvo nustatytas taip, kad baty palaikomas 20 ml/val./l terpés tiekimo greitis i$ viso 8
valandas su 13,5 % siurblio grei€iu. Baltymy raiska ir Igsteliy lizés indukcija buvo atliekamos
j bioreaktoriy jpylus IPTG tirpalo (galutiné koncentracija 0,1 mM), po to per 30 minuciy
laikotarpj temperatiira sumazinama nuo 37 iki 25 °C, o pO2 sumazinamas nuo 30 % iki 3 %
per 30 minuéiy laikotarpj. Baltymy raiskos ir Igsteliy lizés indukcijos trukmé buvo 18 - 22 val.,
0 viso proceso metu buvo matuojamas terpés optinis tankis, esant 600 nm (OD600) tam,

kad baty jvertinta Igsteliy koncentracija.

Siekiant geresnio Igsteliy suardymo, buvo atliktas osmosinis Sokas pridedant 71,01
g/l 0,5 M Naz2S0a4 ir 5 g/l 0,5 % Brij 35. Po osmotiky pridéjimo pOz2, pH vertés, temperatros
ir oro srauto automatinis palaikymas buvo iSjungtas, ir buvo palaikomas tik 700 aps./min.
maiSymo greitis. Véliau visos bioreaktoriy suspensijos buvo surinktos ir perkeltos j kitas
grupes, kad baty pradéti nuskaidrinimo etapai.

Baltymy atskyrimo tyrimas naudojant SDS-PAGE analizés metodag

Lasteles ir terpés frakcijos buvo atskirtos centrifuguojant 30 min., 14000 aps./min., 4
°C. Terpés frakcijos buvo laikomos 4 °C temperatiroje. Lasteliy méginiai, paimti iS auginimo
kolbos arba fermentatoriaus, buvo resuspenduoti lizavimo buferyje santykiu: 1 g biomaseés
resuspenduota 10 ml lizavimo buferio (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA).
Biomasé buvo apdorojama ultragarsu 60 sekundziy 4 °C temperataroje. Tirpios ir netirpios
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baltymy frakcijos buvo atskirtos centrifuguojant 20 min., 14000 aps./min., 4 °C. Bendra
baltymy frakcijg sudaro lgsteliy nuolauzy suspensija (neapdorotas ekstraktas). Lagsteliy
méginiai SDS-PAGE atskyrimui buvo paruosti taip: 20 pl neapdoroto ekstrakto méginio, 25
pl 4 x SDS-PAGE uznesimo buferio, 5 ul 2M DTT ir 50 ul dejonizuoto vandens taip, kad
galutinis méginio taris baty 100 ul. Terpés meginiai SDS-PAGE atskyrimui buvo paruosti
taip: 70 pl auginimo terpés, 25 pl 4 x SDS-PAGE uznesSimo buferio, 5 pul 2M DTT taip, kad
galutinis méginio tdris baty 100 pl. Méginiai buvo kaitinami 10 minuéiy 95 °C temperatroje.
10 pl méginio buvo uznesta j kiekvieng 4—12 % gradientinio SDS-PAGE gelio juostos takel].

Fermentavimo kultliros nuskaidrinimas

Norint nuskaidrinti fermentavimo kultdira, j bioreaktoriy buvo pridéta natrio sulfato iki
galutinés 0,5 M koncentracijos ir Brij 35 iki galutinés koncentracijos 0,5 % (m/t), ir viskas
maiSoma 250-350 aps./min. 30-60 min. 32 °C. Po to j bioreaktoriy buvo pridéta PEI (Lupasol,
polietileniminas, BASF) iki galutinés koncentracijos 0,25 % (v/v), ir maiSymas tesiamas
maziausiai 10 minuciy 250-350 aps./min. Medziaga i$ bioreaktoriaus buvo perkelta j atskirus
rezervuarus ir maiSoma su vandeniu santykiu 2 : 5 (v/v) 50-100 aps./min., 10-20 min. KultGra
buvo palikta sedimentacijai nuo 3 valandy iki per naktj. Po sedimentacijos virSutiné kultiros
dalis buvo nuskaidrinama filtruojant per giluminio filtravimo kapsules KO050P (Pall, ID
7007786), o veliau filtruojama per 0,22 pum filtro kapsule (Pall, ID NP6UEAVP1S).

Detaliau nuskaidrinimo procesas apéme Siuos veiksmus (7 pav.).

E.coli autolizato nuskaidrinimo procesas: pradiné medZiaga: 250 | lizuoty lgsteliy
kultGros, po 16-18 val. tikslinio baltymo raiSkos maiSomuose rezervuaro reaktoriuose.
Galutinis Igsteliy/lgsteliy nuolauzy OD ~ 15-30 OD. Analizé parodeé, kad dél sukeltos Igsteliy
lizés gautas lIgsteliy lizavimo efektyvumas sudaré 75-80 % nuo bendro Igsteliy kiekio. .

1.0 E.coli lizato paruoSimas filtravimui: visy manipuliacijy metu maiSomame
bioreaktoriuje (HyperformaTM 300 |, Thermofisher Scientific) visi automatiniai valdikliai
fermentacijos inde: Oro/Oz srautas, pH verté. MaiSymas buvo palaikomas 375 aps./min., o

temperatlra nustatyta < 12 °C.
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Lasteliy struktdry suardymas, fermenty stabilizavimas ir nukleorigséiy flokuliacija.
Sausos medziagos buvo pilamos tiesiai j bioreaktoriaus indg po vieng tam, kad baty pasiekta
galutiné 1 M sacharozés, 0,5 M Na2SOs ir 0,5 % Brij 35 koncentracija. Didelio klampumo
tirpalas kruop$éiai maiSomas 375 aps./min. 20-40 min. 12 °C temperatdroje. Po to maiSymas
buvo palaikomas 100 aps./min. grei¢iu 10-18 val. < 12 °C. Flokuliacija buvo atlikta pridedant
PEI (Lupasol, polietilenimino, BASF) | bioreaktoriaus indg tiek, kad galutiné koncentracija
baty 0,25 % (v/v). MaiSymas tesiamas maziausiai 15 minuéiy esant 350 aps./min. Tirpalas
i$ bioreaktoriaus buvo perkeltas | atskiras talpas, atskiedziamas vandeniu (molekulinés
biologijos grynumo laipsnio) 2,5 karto, maiSomas 200-300 aps./min. 10-20 min. Po to
maisymas buvo visiSkai sustabdomas. Kultlra paliekama sedimentacijai ~ 3 valandoms.

Nuskaidrinimas: filtro paruosimas. STAX filtro kapsulés KO50P (Pall, ID 7007786)
buvo plaunamos 10 filtro tGriy vandeniu. NevirSijant 0,2 BAR slégio prieSslégio. Po
sedimentacijos virdutiné kulttros dalis buvo nuskaidrinama filtruojant per giluminio filtravimo
kapsules KO50P (Pall, ID 7007786). Sulaikymas 0,4-0,8 uM (1 | fermentacijos terpes filtruoti
reikia apie 0,05 m2 filtro ploto), nevirSijant 1,2 BAR prieSslégio. Antrinis nuskaidrinimas gali
bati atliktas naudojant 0,22 pm filtro kapsule (Pall, ID NPBUEAVP1S). Tas pats
nuskaidrinimo procesas gali bati atliktas naudojant filtravimo sistemas: 1-3 uM (P100) (Pall,
ID 7007836).

2 pavyzdys — rezultatai ir diskusija

E. coli néra tobulas $eimininkas, ypa¢ uzdarai vienkartinei fermentacijai, nes jis
jprastai neidskiria baltymy j uZlasteline terpe. Lgsteliy ardymo Zingsnis tampa ribojimu ir néra
ekonomidkai efektyvus eksperimentiniu arba pramoniniu mastu, kai tikslas yra uzdaro ir
(arba) testinio proceso srauto jgyvendinimas. Sis i$radimas pateikia Igsteliy ardymo metoda,
kuris yra uzprogramuota lgsteliy lizés sistema, pagrjsta klonuoto T4 bakteriofago geno gpe
raiSka tam, kad bty gaminamas lizavimo baltymas. Genas gpe koduoja lizocima, kuris ardo

E. coli lastelés sienelés peptidoglikang.

Buvo sukurta save ardanti Escherichia coli, kuri gamina svetimg tikslinj baltyma. E.
coli JS007 buvo kotransformuota kartu su dviem vektorinémis plazmidémis - tikslinio geno
raiskos vektoriumi pLATE31-VP39delta32-KnR ir lizavimo geno raiSkos vektoriumi
pACYC184-PT7-pelB-gpe-lacl. Lizavimo baltymas buvo pagamintas po tikslinio geno
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raigkos, todel lasteliy ardymo procesas buvo supaprastintas. Siame pavyzdyje klonuoto T4
fago geno gpe raiska buvo panaudota E. coli, kurios gamino OMT Kkaip tikslinj baltyma,
suardymui. Geno gpe raiSka nesukélé greito lasteliy ardymo, bet susilpnino Igstelés sienele.
Lizavimo baltymo Gpe perkélimas i$ citoplazmos j periplazma palengvino mureino sluoksnio,
atsakingo uz lgsteliy struktdros tvirtumo palaikyma, fermentinj skaidyma. Mikroskopinis
stebéjimas atskleidé, kad Igstelés, gaminancios Gpe periplazminéje erdvéje po 4 valandy,

patyré morfologinius poky€ius — nuo lazdelés formos iki elipsés formos sferoplasty (2 pav.).

2-O-metiltrasferazés indukcija E. coli JS007/pLATE31-VP39delta32-KnR/pACYC-
PT7-pelB-gpe-lacl kultlroje buvo atlikta naudojant 0,1 mM IPTG. Lizocimo geno indukcija
buvo atlikta vienu metu. Kultlra buvo auginama per naktj 32 °C temperatiroje. Méginiai i$
indukuotos kultlros ir terpés buvo paimti praéjus 1, 2, 3, 5 ir 17 valandy po baltymy sintezés
indukcijos. E. coli lasteliy nuolauzos, pastebimos auginimo terpéje, rodé, kad jvyko lgsteliy
lizé. Didziausia 2-O-metiltrasferazés iSeiga terpéje buvo gauta po 17 valandy raiskos/lizés
E. coli JS007/pLATE31-VP39delta32-KnR/pACYC-PT7-pelB-gpe-lacl kamieno. 2-O-
metiltrasferazés kiekis buvo nustatytas naudojant SDS PAGE (3 pav.).

Periodinio tiekimo kultGros OMT gamyba buvo atlikta 5 | Biostat A bioreaktoriuose,
kuriy pradinis auginimo taris buvo 3 |. Kaip parodyta 4 paveiksle, baltymy raiska ir Igsteliy
lizavimo indukcija buvo atlikta j bioreaktoriy jpylus IPTG tirpalo (galutiné koncentracija 0,1
mM). indukcijos tasko tikslinis OD600 14 — 17,5. Periodinio tiekimo kultdros fazé buvo
pradéta po DO smailés, kuri paprastai atsirasdavo praéjus 10-25 min. po baltymy raiskos ir
lizés indukcijos. Periodinio tiekimo kultdros procesas buvo valdomas automatiSkai pagal
proceso profilj, kuris palaiké 20 ml/val./1 | terpés tiekimo greit] iS viso 8 valandas, esant 13,5
% siurblio greiiui. Po 15 minugiy indukcijos IPTG temperatira buvo sumaZinama nuo 37 iki
25 °C per 30 minugiy laikotarpj, o pO2 sumazinamas nuo 30 % iki 3 % pragjus 1 valandai po
indukcijos IPTG per 30 minuéiy laikotarpj. Po baltymy raiSkos ir Igsteliy lizavimo indukcijos
fazés (18-22 val.) dujy tiekimas, pH vertés ir temperatdros kontrolé buvo iSjungiama, ir
osmosiniam $okui jvykdyti buvo i$laikomas tik 700 aps./min. maiSymo greitis. Po 30 minuciy
osmosinio $oko buvo surinktos visos bioreaktoriy suspensijos, ir pradéti nuskaidrinimo

etapai.
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Norint palyginti atkartojamumg ir istirti augimo greitj, fermentacijos procesai buvo
atlikti kartu su Biostat A bioreaktoriais. Augimo greitis buvo nustatomas periodiSkai
matuojant optinj tankj, kas parodyta 5 paveiksle. Rezultatai atskleidé, kad abiejy procesy
kultGros augimo greitis yra panasus, taciau kultdros i§ F2 ir F4, maitinamos per naktj,
proceso pabaigoje buvo didesnis optinis tankis, nors kultdry is F6 ir F3 su 4 val. maitinimu —
didesnis aktyvumas, kai jy vertés buvo 43,7 ir 55,0 U/pl.

Siekiant istirti, kaip autolizés sistema ir maitinimo laikas lemia baltymy aktyvumo
tendencijas, buvo pradéti panadis fermentacijos procesai. Nustatyta, kad naudojant
autolizés ir periodinio tiekimo kultdros sistemas, OMT iSeiga padidéjo 18 karty, kaip parodyta
6 paveiksle, taciau pailgéjes mitinimo laikas jj Siek tiek sumazino.

Biosintezés parametrai, kurie buvo naudojami raidoje, buvo sékmingai padidinti nuo
5 | Univessel Glass Biostat A bioreaktoriy iki 300 | nertdijanéio plieno fermentatoriaus
pajégumuy, siekiant uztikrinti, kad optimizuotas procesas baty perkeltas j gamybos jrenginius.
Optimizuoti proceso parametrai buvo jvertinti pagal tiksling baltymy iSeigg. Lyginant seny
gamybos technologijy rezultatus su naujo pozidrio technologijuy, kur yra E. coli sistema su
autolize, buvo nustatyta, kad naudojant autolizés sistema OMT iSeiga padidéjo apie 70 karty
— nuo 857 mg iki 60000 mg (kiekis i§ 300 | bioreaktoriaus) po nuskaidrinimo ir gryninimo
procesy.

Giluminiu filtravimu pagrjstas lasteliy nuolauzy nuskaidrinimas be apdorojimo
nukleaze. Cia buvo naudojamas geriausias didelj jony stiprumag sukurianéiy drusky,
osmosiniy medziagy ir ploviklio misinys, skirtas fermentams stabilizuoti, uzkirsti kelig
nuosédy susidarymui / agregacijai, uzkirsti kelig sgveikai su ypa¢ hidrofobisSku lizocimu ir
membranos baltymais. Nukleorlgsties flokuliacija taip pat buvo naudojama norint sukurti
filtravimo plokstele, apimancia mazas flokuliacijos daleles. Tai buvo sékmingai jrodyta
naudojant nejprastas 0,4—0,8 um filtry poras. Taip pat tai veiké su 1-3 um pory filtrais. E. coli
Igsteles dydis yra: 1,0-2,0 mikrometry ilgio, o spindulys apie 0,5 mikrometro. Pirminiai valymo
metodai, kurie jprastai rekomenduojami E. coli bakterijoms, yra tangentinio srauto
filtravimas, kai pory dydis yra maZesnis nei 0,2 mikrometro, arba centrifugavimas, kuris yra

labiausiai paplites bldas iSvalyti Igsteliy nuolauzas, didelius arba mazus flokuliantus.

3 pavyzdys — ISvados
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Naujai sukurta raikos sistema apima genetinius elementus, skirtus tiksliniams
baltymams gaminti ir kartu lizavimo fermentams gaminti kontroliuojamu bldu Igsteles
periplazminéje erdvéje norimu augimo periodu, jei reikia. Eksperimentiniai duomenys
parodeé, kad koekspresuotas fago lizavimo fermentas nevisi$kai suardo Igsteles, o formuoja
protoplasty darinius, panasius | lasteles. Tai leido manyti, kad lizocimo perkelimas i$
citoplazmos j periplazmg palengvino mureino sluoksnio, kuris yra atsakingas uz lgsteliy
struktdros tvirtumo palaikyma, fermentinj skaidyma. Protoplastai atpalaiduoja / sekretuoja
tikslinius baltymus | auginimo terpe be sekrecijos lyderiniy peptidy pagalbos, gaminant
purtomose kolbose ir mikrobiologiniame bioreaktoriuje. Protoplastai iSlieka gyvybingi
maziausiai 4 valandas po lizavimo fermenty indukcijos, t. y, jie de novo gamina ir iSskiria
dominantj baltyma, todél laikui begant tikslinio baltymo kiekiai auginimo terpéje didéja. OMT
baltymo raiSka Biostat A fermentatoriuje buvo atlikta panaudojant E. coli JSSO07 pLATE31-
VP39delta32-KnR, pACYC-PT7-pelB-gpe-lacl Iasteles, ir véliau procesai buvo iSplésti iki 300
| vienkartinio naudojimo fermentatoriaus. |ki 70 karty didesné iSeiga buvo gauta po
nuskaidrinimo ir gryninimo procesuy, lyginant su raika be lizavimo. |prasta vidulgsteline OMT
rai$ka duoda 857 mg, o su autolize — 60000 mg i§ 300 | bioreaktoriaus. Pademonstruotas
Igsteleés suardymo bidas, kurj lemia klonuoto T4 fago lizés geno raiSka, skirtas iSskirti
vidulastelinius tikslinius baltymus, ir kuris gali bati taikomas kitiems rekombinantiniams

baltymams, pakeiciant OMT.

Vienos talpos procesas fermentacijos inde, kuriame gaminami rekombinantiniai
baltymai, vykstant Igsteliy autolizei, po to stabilizuojant baltymus ir nusodinant nukleorlgstis
tam, kad baty galima eliminuoti maziausiai 5 atskirai atliekamus tolesnius apdorojimo
etapus: Igsteliy surinkimg, mechaning ir (arba) fermentine Iagsteliy lize, Igsteliy nuolauzy
atskyrima, nukleino nusodinima ir po to atskyrimag naudojant filtravimg arba centrifugavima.



41

Sekos

vp39 baltymo seka be 32 C-galiniy aminoragsciy: 1-301, His Zymeklis: 302—-309: -
NCBI sekos ID: AGJ91263.1, baltymo pavadinimas: daugiafunkcinis poli-A polimerazés

mazas subvienetas VP39 [Vaccinia virus]

mdvvsldkpfmyfeeidneldyepesanevakklpyqggglklllgelfflsklgrhgildgatvvyig
sapgthirylrdhfynlgviikwmlidgrhhdpilnglrdvtlvtrfvdeeylrsikkglhpskiili
sdvrskrggnepstadllsnyalgnvmisilnpvasslkwrcpfpdgwikdfyiphgnkmlgpfapsy
saemrllsiytgenmrltrvtksdavnyekkmyylnkivrnkvvvnfdypngeydyfhmyfmlrtvyc
nktfpttkakvlflggsifrflnipttstghhhhhhg

(SEQ ID Nr. 1)

Gpe baltymo seka su PelB signaline seka (NCBI referentiné seka: NP_049736.1,
baltymo pavadinimas: glikozido hidrolazés Seimos baltymas (Escherichia fagas T4). PelB
signaliné seka: 1-22, T4 bakteriofago lizocimas 23-164):

mkyllptaaagllllaagpamamnifemlriderlrlkiykdtegyytigighlltkspslnaaksel
dkaigrncngvitkdeaeklfngdvdaavrgilrnaklkpvydsldavrrcalinmvfgmgetgvagf
tnslrmlggkrwdeaavnlaksiwyngtpnrakrvittfrtgtwdayknl

(SEQ ID Nr. 2)
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Nuskaidrintos Igsteliy kultdros, apimancios rekombinantinj baltyma, gamybos

badas, kur bldas apima:

i) bioreaktoriaus inokuliavimg Iastele Seimininke tam, kad bty pateikta Igsteliy
kultira, kur minéta lgstelé Seimininké yra Escherichia coli, transformuota raiskos sistema,

apimandia:

a) nukleortgstj, koduojaniag rekombinantinj baltymg, funkcionaliai susietg su
pirmuoju indukuojamu promotoriumi, kur baltymas yra 2-O-metiltransferazé (OMT); ir

b) nukleortgstj, koduojan€ia T4 lizocimo baltyma rémelyje su nukleortgstimi,
koduojanéia PelB sekrecinj signalinj peptidg, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu

promotoriumi,
ii) fermentavimg lgsteliy kultdros, esant tokioms sglygoms, kurios:
a) suteikia galimybe ekspresuoti rekombinantinj polipeptida; ir

b) suteikia galimybe lastele padaryti pralaidzig tam, kad susiformuoty sferoplastas,
iSskiriantis rekombinantinj polipeptida,

kur minéta fermentacijos pakopa apima stabilizuojanéio agento jdéjimg | Iasteliy

kultdra;

iii) nuskaidrinima fermentuotos Iasteliy kultdros, apimancios iSskiriamg rekombinantinj

baltyma, kur minétas nuskaidrinimas apima

e) flokuliavimo agento pridéjima | lgsteliy kultdra, kur flokuliavimo agentas yra

polietileniminas (PEI);
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f) pirminj flokuliuotos Igsteliy kultliros nuskaidrinima, naudojant pirmajj nuskaidrinimo
filtrg, kurio pory dydis uztikrina maziausiai apie 0,4 um arba didesnes sulaikymo ribas, kur

nuskaidrinimo pakopa neapima centrifugavimo.

2. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad bidas papildomai apima
antrine nuskaidrinimo pakopa, panaudojant antrajj filtra, kurio pory dydis uztikrina maziausiai

apie 0,22 um sulaikymo ribas.

3. Bldas pagal 1 arba 2 punktag, be siskiriantis tuo, kad pirminiame
nuskaidrinimo etape naudojamas pirmasis filtras, kurio pory dydis uztikrina sulaikymo ribas
maziausiai nuo apie 0,4 iki apie 0,8 um.

4. Budas pagal 4 punkta, be siskiriantis tuo, kad antrojoje nuskaidrinimo
pakopoje naudojamas antrasis filtras, kurio pory dydis uztikrina sulaikymo ribas maziausiai

apie 0,4-0,8 um arba maziausiai nuo apie 1,0 pm iki apie 3,0 pm.

5. Bldas pagal 1 arba 2 punkty,besiskiriantis tuo, kad pirminé nuskaidrinimo
pakopa ir (arba) antriné nuskaidrinimo pakopa yra mikrofiltravimas, kur pasirinktinai

mikrofiltravimas yra giluminis filtravimas.

6. Bldas pagal 5 punkta,besiskiriantis tuo, kad mikrofiltravimas yra pasirinktas
i§ normalaus srauto filtravimo (NFF) arba tangentinio srauto filtravimo (TFF).

7. Budas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkiy, be siskiriantis tuo, kad

nuskaidrintos lasteliy kultGros drumstumas yra mazesnis nei mazdaug 20 NTU.

8. Bldas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, besiskiriantistuo, kad badas yra
vykdomas uZdaroje sistemoje taip, kad tarp bioreaktoriaus ir pirmojo bei antrojo
nuskaidrinimo filtry baty palaikomas sterilus srautas.

9. Bldas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty,be siskiriantistuo, kad papildomai
apima pakopa, kurioje minétai nuskaidrintai lgsteliy kultdrai taikoma viena arba daugiau

minéto rekombinantinio baltymo gryninimo pakopuy.
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10. Bldas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, b e siskiriantis tuo, kad
stabilizuojantis agentas apima sacharoze, Na2SOs ir Brij 35, pasirinktinai 1 M sacharoze, 0,5
M NazSOs4 ir 0,5 % Brij 35.

11. Baltymy gamybos bidas, apimantis:
i. rekombinantinés Escherichia coli lastelés kultivavima esant sglygoms, kurios:
a) suteikia galimybe ekspresuoti baltyma; ir

b) suteikia galimybe lIastele padaryti pralaidzig tam, kad susiformuoty sferoplastas,
kuris i8skiria baltyma; ir

ii. baltymo iSskyrima i$ kultdros be visiS8ko rekombinantinés lastelés lizavimo, kur

Igstelé apima raiSkos sistema, apimandia:

a) nukleortgstj, koduojancig baltyma, funkcionaliai susietg su pirmuoju indukuojamu
promotoriumi, kur baltymas yra 2-O-metiltransferazé (OMT); ir

b) nukleorlgstj, koduojan&ig T4 lizocimg rémelyje su nukleorlgstimi, koduojancia
PelB sekrecinj signalinj peptida, funkcionaliai susietg su antruoju indukuojamu promotoriumi.

12. Bldas pagal bet kurji$ 1-11 punkty,besiskiriantistuo, kad bidas neapima:
(i) mechaninio Igsteliy ardymo; (ii) egzogeninio fermento, kuris ardo Igstelés sienele,
pridéjimo; ir (iii) lastelées transformavimo raiSkos vektoriais, turin€iais nukleorigstj,
koduojancig egzogeninj fermenta, kuris ardo citoplazmine membrana.

13. Bldas pagal bet kurj i§ 1-12 punkty, be siskiriantis tuo, kad nukleortgstis,
koduojanti baltyma, funkcionaliai susietg su pirmuoju indukuojamu promotoriumi, yra
pirmajame konstrukte, ir nukleortgstis, koduojanti T4 lizocimg rémelyje su nukleortgstimi,

koduojancia PelB. sekrecinj signalinj peptida, yra antrajame konstrukte.

14. Bldas pagal bet kurj i§ 1-13 punkty, be siskiriantis tuo, kad pirmasis
indukuojamas promotorius ir antrasis indukuojamas promotorius yra indukuojami nuosekliai.
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15. Bldas pagal bet kurj i§ 1-13 punkty, be siskiriantis tuo, kad pirmasis
indukuojamas promotorius ir antrasis indukuojamas promotorius yra indukuojami vienu

metu.

16. Blidas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty,besiskiriantis tuo, kad pirmasis
indukuojamas promotorius yra IPTG indukuojamas promotorius, pasirinktinai kur IPTG

indukuojamas promotorius yra PT7.

17. Bldas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty,be siskiriantis tuo, kad antrasis
indukuojamas promotorius yra arabinozés indukuojamas promotorius, pasirinktinai kur
arabinozeés indukuojamas promotorius yra araB.

18. Blidas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, besiskiriantis tuo, kad T4

lizocimo fermenta koduoja genas E.

19. Bldas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, be siskiriantistuo, kad E. coli
yra Escherichia coli JS007 kamienas arba Escherichia coli B kamienas.

20. Budas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, be siskiriantis tuo, kad
fermentavimas arba kultivavimas apima pirmosios temperatiros pakeitimg | antrgjg
temperatiirg, pasirinktinai kur antroji temperatdra yra intervale nuo 25 °C iki 36 °C, o pirmoji
temperatdra yra intervale nuo 36,8 °C iki 37,2 °C.

21. Rekombinantinis baltymas, pagamintas biadu pagal bet kurj i$ 1-20 punkty.
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