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Santrumpos

RP-HPLC — angl. Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography — atvirkscios
fazés, auksto efektyvumo skysciy chromatografija.

RRT - angl. Ratio Retention Time — santykinis sulaikymo laikas.

DNR - dezoksiribonukleino ragstis.

GC - citozinas — guaninas.

tRNR — transportiné ribonukleino rugstis.

rRNR - ribosomin¢ ribonukleino rugstis.

CGSC —angl. Coli Genetic Stock Center .

G-CSF — angl. Granulocyte Colony Stimulating Factor — granuliocity kolonijas
stimuliuojantis faktorius.

hG-CSF - angl. human Granulocyte Colony Stimulating Factor — Zmogaus granuliocity
kolonijas stimuliuojantis faktorius.

rhG-CSF — angl. recombinant human Granulocyte Colony Stimulating Factor —
rekombinantinis Zmoniy granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius.

In vivo — studija, stebéjimas atliekama gyvame organizme.

In vitro — studija, steb¢jimas atlickamas dirbtinéje sistemoje.

GTP — Guanozin-5’-trifosfatas.

ATP — Adenozin-5’-trifosfatas.

NAD — nikotinamido adenino dinukleotidas.

NADH - redukuota nikotinamido adenino dinukleotido forma.

SOD - angl. Super Oxide Dismutase — superoksido dismutaze.

DLB — Darbinis Lasteliy Bankas.

ESI-MS — angl. ElectroSpray Ionization Mass Spectrometry — elektropurkstuvinés

jonizacijos masiy spektrometrija.



1. IVADAS

UAB Sicor Biotech biotechnologijy jmoné gaminanti biologinius vaistinius preparatus
ir reckombinantinius baltymus. Imoné priklauso ,,Teva Pharmaceutical Industries* jmoniy
grupei ir savo produktus eksportuoja j 52 pasaulio Salis, tokias kaip Jungtinés Amerikos
Valstijos, Japonija, Rusija ar Europos sajungos Salys.

Imonéje rekombinantiniy baltymy ekspresijai naudojamos prokariotinés lastelés,
dazniausiai tai Escherichia coli. Jy kultivavimui naudojami nertidijancio plieno bioreaktoriai,
kuriy tairis siekia iki 1500 L. Siuo metu jmoné savo portfelyje turi keleta gaminamy produkty.

Vieno 1§ gaminamy produkty fermentacijos etape, lasteliy auginimui naudojama
kompleksiné mitybing terpée. I jos sudéti jeina tokios neapibréZtos sudéties medziaga kaip
mieliy ekstraktas. Dél savo gamybos specifikos ir naudojamy zaliavy, skirtingos $iy medziagy
gamybos partijos gali zenkliai skirtis savo sudétimi ir daryti reikSmingg jtakg proceso
parametrams, kuriame Sios medziagos yra naudojamos (Zhang et al., 2003).

2016 mety gruodzio ménes], vienos i§ fermentacijos serijy metu pastebétas smarkus
proceso parametry kritimas. Pagamintos serijos biomasés iSeiga buvo Zenkliai, apie 20%
mazesneé, nei paskutiniyjy mety vidurkis ir nesieké specifikacijos riby. Buvo perzitiréti
kritiniai proceso parametrai ir jokiy neatitikimy nerasta. Galiausiai prieita iSvados, kad
fermentacijos proceso parametry redukcija léme pasikeitusi mieliy ekstrakto partija. Panasus,
tik ne toks Zymus proceso parametry pokytis buvo stebétas ir anks¢iau, keiciantis mieliy
ekstrakto partijoms.

Siekiant i§siaiSkinti tikslias biomasés iSeigos sumaze¢jimo prieZastis jmongje buvo
inicijuotas tyrimas Projekty ir procesy vystymo skyriuje. Kol vyko tyrimas mieliy ekstrakto
gamintojas surado ir pateiké mieliy ekstrakto partija, kuri generavo nors ir mazesn¢ biomasés
1Seigg nei jprasta, taciau ji atitiko specifikuojamas ribas, ir gamyba galéjo biti tgsiama tyrimo
metu.

Kokybés skyriaus laboratorijoje testuojant galutinj produkta, gauta i§ biomasés, kurios
gamyboje buvo naudojamas minétas mieliy ekstraktas, RP-HPLC analizés metu nustatyta
didesnis nei leistina tikslinio baltymo priemaisy kiekis. Sios priemaigos kiekis isliko ir
tolimesniy serijy metu, kuriose fermentacijos metu buvo naudojama mieliy ekstrakto partija,
generuojanti Zemesnius fermentacijos proceso parametrus nei jprasta.

Pasikeitus mieliy ekstrakto partijai UAB Sicor Biotech jmonéje buvo susidurta su
problema: sumaz¢jusi fermentacijos proceso biomasés iSeiga ir tikslinio baltymo priemaiSos
atsiradimas, kurios taikomas gryninimo metodas negeba pasalinti iki reikiamo lygio. Siai

problemai spresti pradétas tyrimas, kuriame dalyvavo Projekty ir procesy vystymo skyriaus



mokslininky ir Gamybos skyriaus darbuotojy komanda. Tyrime taikyti metodai ir gauti

rezultatai pateikti Siame darbe.

Darbo tikslas:
ISsiaiSkinti biomasés iSeigos sumazejimo ir tikslinio baltymo priemaiSos RRT 1,10

atsiradimo priezastis ir atkurti fermentacijos proceso parametrus j tipinj lygi.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti augimo terpés komponentus, kurie 1émé fermentacijos parametry
redukcijg ir tikslinio baltymo priemaiSos RRT 1,10 kiekio pasidéjima.

2. Nustatyti reikiamg trikstamy komponenty koncentracija, reikalingg pasiekti
fermentacijos proceso parametry specifikacijos ribas.

3. Istirti reikiamy komponenty trilkumo ir jy prid€jimo i augimo terpe itaka
tikslinio baltymo kokybei ir priemaisy lygiui.

4. Charakterizuoti tikslinio baltymo priemaisa RRT 1,10.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Escherichia coli bakterija

Escherichia coli — Gammaproteobacteria klasei priklausantys mikroorganizmai. Tai
gram-neigiamos, lazdelés formos bakterijos, fakultatyviniai aerobai. Dazniausiai Sios
bakterijos randamos gyviiny virSkinamajame trakte, kur sudaro nemazg dalj visos
mikrobiotos. Be to egzistuoja ir patogeniniai kamienai, kurie sukelia virSkinamojo trakto,
kvépavimo taky ar nervy sistemos infekcijas. Dél savo placios biologijos ir plataus pritaikymo
(Madigan el al., 2014).

E. coli ,,aukso amzius* prasid¢jo po Tatum ir Lederberg tyrimy susijusiy su
aminoriig§¢iy biosinteze ir genetinés medziagos keitimusi tarpusavyje. Sie tyrimai pelné
autoriams Nobelio premijg fiziologijos ir medicinos srityje (Tatum ir Lederberg, 1947). Jau
po keletos deSimtmeciy, mokslininkai sukiiré pirmaji E. coli transformanta,  kuri buvo jterpta
in vitro sukonstruota plazmidé (Cohen et al., 1973) — Siuolaikinés biotechnologijos pagrindas
(Wong et al., 2018) . 1997 metais buvo pilnai sekvenuotas E. coli K-12 kamieno genomas,
kurj sudaro 4,6 milijonai baziy pory. K-12 buvo pasirinktas dél to, kad §is kamienas yra
menkai paveiktas genetiniy manipuliacijy. Sekvenavimas buvo atliktas Viskonsino-Madisono
universiteto mokslininky su F. R. Blattner prieSakyje. Iki tol buvo sekvenuoti tik 6 organizmy
genomai: Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium, M. pneumoniae, Methanococcus
Jjannaschii, Synechocystis sp. ir Saccharomyces cerevisiae (Blattner et al., 1997).

E. coli bakterijos pasiZymi greitu augimu ir geb¢jimu augti tiek visiskai sintetinéje,
tiek nesintetingje terpéje, kas leidzia §ig rais] placiai taikyti molekulingje biologijoje ir
biotechnologijose (Idalia ir Bernardo, 2017).

2.2. E.coli K802 kamienas

Pirmasis E.coli K802 kamieng i§skyré ir apragé Zenevos universiteto mokslininkas
William B. Wood 1966 metais. Tai labai senas kamienas, gautas keliais etapais. Kamieng K12
veikiant Rentgeno ir UV spinduliais, taip pat kultiiras infekuojant jvairiais bakteriofagais
buvo gautas C600 kamienas (Kleiner-Grote, 2017). Pastarasis kamienas buvo naudojamas
eksperimentuose, kuriuose buvo tiriamas E.coli gebéjimas apsisaugoti nuo bakteriofago 2,
suardant (restrikcija) ar modifikuojant viruso DNR. Siy eksperimentu metu buvo gauta
spontanin¢ mutacija, d¢l kurios kamienas nebegebéjo vykdyti svetimos DNR restrikcijos.
Kamienas buvo izoliuotas ir jam suteiktas pavadinimas K802 (Wood, 1966).

Sis kamienas dar kitaip vadinamas WA802. Kamieno genotipas pateiktas 1.1

lanteléje. Kadangi Sis kamienas negeba vykdyti svetimos DNR restrikcijos (1), jis placiai



taikomas klonavimo eksperimentams ir rekombinantiniy baltymy gamyboje (Kleiner-Grote et
al., 2017). Kamienas tinkamas tiek antiktiny fragmenty (Wich ir Dassler, 2007), tiek
konjuguoty baltymy gamyboje (Yang ir kt., 1998).

1.1 lentelé. E. coli K802 genotipas

Genas AprasSymas
F Neturi F plazmidés.
el4 (Mcrd’) Inaktyvuotas McrA restriktazés genas. Negeba restriktuoti svetimos DNR.
lacY1 Delecija laktozés permeazés gene. Ribotas laktozés transportas.
Mutacija tiogalaktozido acetiltransferazés gene. Negeba fermentuoti
facd laktozés.
ginV44 UAG stop kodono supresija. Vietoje stop kodono jterpiamas glutaminas.
Mutacija galaktozés-1-fosfato uridililtransferazés gene. Negeba
galT22
fermentuoti galaktozés.
Mutacija dTDP-L-ramnozés sintetazés gene. Nesintetina O antigeno
ybD1 (lipopolisacharidas).
metB1 Mutacija cistationino gama sintetazés gene. Nesintetina metionino.
Mutacija McrB gene, inaktyvuotas fermentas. Negeba restriktuoti svetimos
mcrB1 DNR.
hsdR2 Mutacija endonukleazes R gene. Negeba restriktuoti svetimos DNR.

2017 metais buvo pilnai sekvenuotas $io kamieno genomas, naudojant ,,Illumina
MiSeq‘ sistemg. Genomo dydis — 4,5 milijonai baziy pory, GC kiekis — 50,76%. Visa genoma
sudaro 4176 genai koduojantys baltymus, 71 genai - tRNR ir 2 genai rRNR. Ankstesni
Saltiniai teige, kad $is kamienas taip pat turi mutacijg rfbC1I gene (CGSC duomeny baze),
taCiau nusekvenavus genomg paaiskéjo, kad delecija yra rfbD1 gene ir dél jos yra pasislinkes
skaitymo rémelis. lacY gene deletuotas iStisas regionas sudarytas i§ 38726 baziy pory

(Kleiner-Grote et al., 2017).

2.3. Plazmidé pT7a
Tai ziediné plazmide, j kurig gali buti jterpiamas tikslinio baltymo genas (Bumelis et
al., 2007). Be to $i plazmidé koduoja atsparumo kanamicinui gena, ori seka, reikalinga
plazmidés replikacijai, lacl gena, skirta lac operono represijai ir bakteriofago T7 promotoriy,
su dviguba /lacO seka ir vieta ribosomy prisitvirtinimui. Promotorius aktyvuojamas
izopropiltio-B-D-galaktorizu (IPTG). Plazmidés schema pavaizduota 1.1 pav.. Pati plazmidé

pasizymi savo stabilimu ir puikiai tinka vidutinio dydzio rekombinantiniy baltymy gamybai.




Kaip ekspresijos venktorius §ioje plazmidéje naudojamas Ndel endonukleazés veikimo vieta,

kurioje yra ,,start kodonas ATG (AliSauskaite et al., 2012).

EcoRV

1.1 pav. Plazmidés pT7a-GCSF sandaros schema (Bumelis et al., 2007)

2.4. Zmogaus granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius (hG-CSF)

Zmogaus granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius — tai glikozilintas baltymas,
hormonas, Zmogaus organizme skatinantis hemopoetiniy kamieniniy lgsteliy proliferacija,
diferenciacijg, aktyvacijg i neutrofily-granuliocity Iasteliy linijas ir pilng neutrofily
subrendimg. Taip pat Zmogaus organizme Sis faktorius iSskiriamas audiniy pazeidimy ar
infekcijos vietoje, taip ] $ig vietg pritraukdamas neutrofilus. Rekombinantinis Zmogaus
granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius (thG-CSF) naudojamas norint atstatyti
pakankamg neutrofily lygj kraujyje po chemoterapijos seanso (Hollingshead ir Goa, 1991).

Pirma karta Zmogaus granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius i$ kity kolonijas
stimuliuojanciy faktoriy buvo iSskirtas 1979 metais 1§ zmogaus placentos pasitelkus fenil-
safarozés chromatografijg (Nicola et al., 1979). Pamacius didziulj potencialg pacienty
gydymui, 1986 metais buvo sukonstruotas rekombinantinio Zmogaus granuliocity kolonijas
stimuliuojancio faktoriaus ekspresijos mechanizmas pasinaudojant zmogaus karcinomos
lasteles (Nagata et al., 1986). In vivo hG-CSF yra glikozilintas baltymas, taciau jterpus Sio
baltymo ekspresijos mechanizmg j E.coli l1asteles gauta neglikozilinta forma. Nors in vitro
glikozilinta forma pasizymi 25% didesniu aktyvumu nei neglikozilinta forma, taciau tiriant
pacienty gydymo efektyvuma abejomis baltymo formomis didesnio skirtumo tarp jy
nepastebéta (Bonig et al., 2001). Taip pat ekspresijos E.coli metu gaunama baltymas N gale

turi papildoma metionino molekule (Souza et al., 1986).



Pirmas vaistinis preparatas pagamintas i$ thG-CSF ekspresuoto E.coli lgstelése
pasirod¢ 1991 metais. Jj pagamino amerikieciy kompanija AMGen, preparato pavadinimas -
Neupogen®. Vaistiniai preparatai su Sia veikligja medziaga dar ir Siandien iSlieka paklausis,
be to atrandama vis daugiau teigiamy hG-CSF savybiy, pavyzdziui skeleto raumeny
atstatymas po traumy ar pazeidimy, dél ko $i veiklioji medziaga ir toliau isliks paklausi
(Wright et al., 2017).

D¢l dideles konkurencijos §is baltymas nuolat tobulinamas siekiant suteikti jam jo
veikimg pagerinanciy savybiy. Viena jy tai prailgintas veikimas, kuomet molekulé yra
dirbtinai padidinama siekiant, kad ji kuo 1é¢iau biity pasalinama i§ organizmo. Tam pasiekti
naudojami tokie metodai kaip dviejy molekuliy sujungimas per peptidine grandinéle. Dvi G-
CSF molekulés sujungtos La jungtimi (zitréti 1.2 pav.) pasizymi didesniu aktyvumu in vivo

nei monomeriné forma, taip pat organizme islieka kur kas ilgiau (Mickiené¢ et al., 2017).

@tu@

1.2 pav. G-CSF dimeras sujungtas La jungtimi (Mickien¢ et al., 2017)

Kitas thG-CSF modifikavimo btidas pagerinantis jo veikmo savybes —
glikopegiliavimas. Prie thG-CSF molekulés N galo prijungiama polietilenglikolio grandinéle,
kuri padidina molekulés dyd; (zitréti 1.3 pav.) ir molekuling mase, dél ko vaisto pasalinimas
1§ organizmo per inkstus smarkiai pailgéja. Taip modifikuotos rhG-CSF molekulés gyvavimo
pusperiodis — 42 val., tuo tarpu nemodifikuotos molekulés — 3,5 val. Be to §i modifikacija

nedare Zenklios jtakos baltymo aktyvumui (Molineux, 2004).

1.3 pav. Glikopegiliuotas G-CSF baltymas (Molineux, 2004)



2.5. Mieliy ekstraktas

Mieliy ekstraktas — tai vienas i§ pagrindiniy kompleksinés augimo terpés sudedamyjy
daliy. Jo gamyboje dazniausiai naudojamas Saccharomyces cerevisiae rusies mielés, kurios
specialiai tam auginamas melasos turtingoje terpéje, arba tiesiog surenkamos 18 alaus darykly
kaip Salutinis produktas. Ekstraktas gaunamas gyvas lasteles paveikus slégiu ir auksta
temperatiira, prasideda lasteliy autolizé ir iSsiskyre paciy lasteliy fermentai suskaido maistines
medziagas | mazesnés molekulinés masés junginius (Zimbro ir Power, 2003).

Mieliy ekstraktas kulttirin€je terpéje naudojamas kaip jvairiy aminoriigsciy, peptidy,
vandenyje tirpiy vitaminy, augimo faktoriy Saltinis (Crueger ir Crueger, 1989). Taip pat Sioje
zialiavoje gausu mikroelementy, tokiy kaip magnis, geleZis, varis, cinkas, chromas ir pan. Sie

elementai itin reikalingi lasteliy augimui ir baltymy sintezei (Grant ir Pramer, 1962).

2.6. GeleZies metabolizmas ir svarba lasteliy augimui

Pats svarbiausias i§ visy mikroelementy — geleZis. Sis mikroelementas dalyvauja
svarbiausiose Igstelés metabolizmo reakcijose, tokiuose kaip lastelinis kvépavimas. Sio
metalo trikumas gali daryti zenklig jtaka lasteliy augimo greiciui ir produkto kokybei
(Madigan et al., 2014). Taip pat dél savo cheminiy savybiy, §is elementas labai lengvai
prarandamas netinkamai ruoS$iant kultiiring terpg, sudaro netirpius junginius (Andrews et al.,
2003).

Gyvose lastelése gelezis randama dviejy formy: Fe*" ir Fe’". Sios abi grupés pasizymi
skirtingomis sgvybeémis, todel tai leidZia geleZj panaudoti dar placiau jvairiose metabolizmo
reakcijose (Beinert et al., 1997): fotosintezéje, azoto fiksacijoje, metanogenezéje, vandenilio
metabolizme, kvépavime, trikarboniniy riig8¢iy cikle, deguonies pernasoje, geny raiskos
reguliavime ar DNR biosintezéje (Andrews et al., 2003). Nors Sis elementas yra labai svarbus
bakterijoms, taciau esant terpei prisotintai deguonies, didelé laisvos geleZies koncentracija yra
toksiska lasteléms, nes skatina reaktyviy deguonies formy susidaryma. Dél Sios priezasties,
evoliucijos metu, lastelése iSsivysté gebéjimas suristi gelezj specialiuose baltymuose (Touati,
2000).

Fe*" E.coli bakterijos i$ aplinkos ] Iastel¢ pernesa pasinaudodamos Feo transporto
sistema. Pacig transporto sistemg sudaro trys baltymai: FeoA, FeoB ir FeoC, koduojami
viename lokuse. Nors §io geno raiSka akvyvuojama esant anaerobinéms saglygoms, taciau
eksperimenty metu nustatyta, jog jis veikia esant ir aplinkoje deguonies. FeoA tiksli funkcija
néra zinoma. FeoB tai baltymas permeaz¢, kuris perveria viding plazmine membrang ir sudaro
porg, per kurig perneSama dvivalenté gelezis panaudojant GTP. Per iSoring membrana Fe*"

patenka per baltymus porinus. FeoC tiksli funkcija taip pat néra Zinoma, ta¢iau manoma, kad



jis dalyvauja gelezies suriSime ir perneSime ] reikiamg vietg jau paciame citozolyje (Cartron et
al., 20006).

Aplinkoje esant deguonies, pagrindinis geleZies 3altinis tampa Fe®*. Kadangi §i
gelezies forma yra labai mazai tirpi, jos pernesSimas i§ aplinkos j bakterijy Igstelés vidy Siek
tiek sudétingesnis. Tam, kad Fe** biity pranesta per ioring ir viding membranas, visy pirma ji
turi biiti prijungta prie specifiniy baltymy nes¢jy, kuriy kompleksas su ja tampa tirpus. Tai
labai specifiniai baltymai gebantys prisijungti Fe’", esant itin mazai koncentracijai. E. coli
atveju tai enterobaktinas . Toks baltymo-trivalentés gelezies kompleksas yra vir§ 700 Da
dydzio, todé¢l jam pernesti reikalingas specialus baltymas nes¢jas — FhuA. Tai baltymas
sudaryta i§ dviejy funkciniy daliy — kanalo perveriancio iSoring membrang ir dalies esancios
vidingje plazminéje membranoje, kuri generuoja protovaros jéga reikalingg pernasai
(Winkelmann, 2001).

Baltymo-trivalentés gelezies kompleksui atsidiirus periplazmingje ertmegje, prie jo
prisijungia specifinis baltymas FhuD, kuris nunesg kompleksa prie FhuB baltymo kanalo,
kuris perveria viding membrang. Prie FhuB baltymo kanalo prisijunge FhuC baltymai
pasizymi ATPaziniu veikimu, todeél $iai pernasai sunaudojama ATP energija. Gram-
neigiamose bakterijose visy trivalentés geleZies perneSime dalyvaujanciy baltymy gery raiSka
reguliuojama per Fur represoriy Seimg (Winkelmann, 2001).

E. coli bakterijy citoplazmoje geleZies jonai nuo enterobaktino atskiriami specialiy
fermenty esteraziy, kurios hidrolizuoja estering jungti baltyme nesiklyje, keiciasi jo
koonformacija ir jo afiniskumas trivalentés geleZies jonams sumazéja. Sios esterazés
koduojamos tame paciame geny klasteryje kaip ir pats enterobaktinas (Earhart, 1996).

Bakterijy citozolyje gelezis saugoma ne tik joninéje formoje, taciau ir sujungta
specialiy baltymy saugykly. Jos geleZj atlaisvina esant jos trikumui. Taip pat toks gelezies
sujunginas apsaugo nuo laisvyjy radikaly susidarymo vykstant gelezies ir vandenilio
peroksido reakcijai. Yra zinomos trys risys tokiy baltymy saugykly: feritinai, bakterioferitinai
ir Dsp baltymai. Visi trys baltymai sutinkami E. coli bakterijose. Sie baltymai sudaryti i§
identiSky domeny, 24 feritinas ir bakterioferitinas, 12 Dsp baltymas. Tokia Siy baltymy
sandara leidzia vienai baltymo molekulei suristi iki 3000 gelezies jony (Cornelis et al., 2011).
Didelis laisvos dvivalentés gelezies kiekis citozolyje yra itin pavojingas lgstelei. Fentono
reakcijos metu dvivalenté gelezis yra oksiduojama vandenilio peroksido ir susidaro trivalenté
gelezis ir laisvasis hidroksilo radikalas, kuris itin pavojingas lastelei (Koppenol, 2001).

E.coli 1astelése, net 77 genai yra tiesiogiai reguliuojami Fur. Fur represorius reguliuoja
ne tik gery susijusiy su gelezies metabolizmu raiska, bet ir nemazai kity, itin svarbig funkcija

atliekanCiy geny. Pats represorius pasizymi jvairiomis veikimo savybémis, dalis geny



represuojami esant aplinkoje pakankamai gelezies, kita dalis esant gelezies trukumui (zitréti
1.4 pav.). Esant geleZies stygiui terpéje yra deaktyvuojama geno mntH represija. Sio geno
produktas — dvivalen¢iy metalo jony transporteris. Sis baltymas transporteris pasizymi
didziausiu afiniSkumu mangano(Il) jonams, kurie 1gsteléje naudojami DNR sintezei, esant
gelezies stygiui (Seo et al., 2014). Gelezis biitinas elementas ne tik jvairiems DNR pazaidy
taisymo fermentams, taciau reikalingas ir pacioje DNR sintezéje, kai kurios DNR polimerazés

savo sudétyje turi gelezies-sieros klasterius (Puig, 2017).
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1.4 pav. Fur represijos/aktivacijos mechanizmas (Carpenter et al., 2009) e ir fur
represoriaus — akonitato hidrataz¢A. Taip pat akonitato hidrataz¢A savo sudétyje turi geleZies-
sieros klasterj. Sis fermentas dalyvauja trikarboniniy riigi¢iy cikle (Krebso ciklas) ir
katalizuota citrato izomerizacijg ] izocitratg (McHugh et al., 2003). Esant geleZies stygiui
terpéje, sutrinka Sio geno raiska ir kuriam laikui gali sutrikti trikarboniniy rugscéiy ciklo
veikimas (Seo et al., 2014).

Gelezis dalyvauja paciose svarbiausiose lastelés metabolizmo reakcijose. Viena jy tai
elektrony pernaSos grandiné. Gelezies jonai jeina j elektrony pernasos grandinés komponenty
sudétj ir ten atlieka esmines funkcijas. | pirmojo elektrony pernasos grandinés komplekso
(NADH dehidrogenazés) sudéti jeina net 9 gelezies-sieros klasteriai, kurie dalyvauja redokso
reakcijose ir protony pernasoje. Siame komplekse taip pat yra ir desimtasis geleZies-sieros
klasteris N2, taciau tiksli jo funkcija néra Zinoma (Flemming et al., 2003).

Gelezis jeina ir ] visy elektrony pernasos grandinéje esanciy citochromy sudét;.
Treciasis elektrony pernasos grandinés kompleksas susideda i§ keletos baltymuy, j kuriy sudétj
ieina du skirtingi citochromai b (by, ir by), vienas citochromas c; ir vienas gelezies-sieros

klasteris. Pagrindiné Sio komplekso funkcija perduoti elektronus i§ chinony citochromui c,



esanciam periplazmingje ertméje. Taip pat Sis kompleksas gali redukuoti/oksiduoti chinonus
(Liu et al., 2014). Ketvirtasis elektrony pernasos grandinés kompleksas savo sudétyje turi
citochroma a ir as. Sis baltymy kompleksas dalyvauja protony pernasoje ir perduoda
elektronus galutiniam elektrony aceptoriui — deguoniui (Bernd, 1987).

Dar viena fermenty raisis, kuriy veikimui biitinas pakankamas kiekis gelezies —
gelezies superoksido dismutazé. Sio fermento geno sodB raidkos reguliavimas vyksta taip pat
per Fur represijos/aktyvacijos sistemg (Dubrac, 2000). Redukuota baltymo forma Fe(III[)SOD
efektyviai niautralizuoja hidroksilo ar azido radikalg ir susidaro oksiduota fermento forma
Fe(II)SOD. Kriting funkcijg Siame fermente atlieka jo aktyvumo centre esantis gelezies jonas

(Lah et al., 1995).

2.7. Mangano metabolizmas ir svarba lasteliy augimui

Manganas kur kas re€iau sutinkamas elementas aplinkoje nei gelezis. Nepaisant to, tai
biitinas mikroelementas, dalyvaujantis jvairiose metaboliniuose procesuose bakterijose ir
aukstesniuose organizmuose. Bakterijose manganas turi tris pagrindines funkcijas: dalyvauja
redokso reakcijose, deguonies produkcijoje ir uztikrina atsparuma oksidaciniam stresui
(Winkelmann, 2001).

Nepaisant savo svarbos, dideli mangano kiekiai lgstelei yra itin Zadingi, todél
bakterijos privalo turéti grieztai reguliuojama mangano transporto sistemg. Bakterijose Zinomi
du pagrindiniai mangano jony importo ] Igstel¢ mechanizmai, MntH ir SitABCD (Zeinert et
al., 2018).

Kadangi manganas aplinkoje daZniausiai egzistuoja dvivalentéje Mn”" formoje, kuri
yra tirpi, pro iSoring membrang $is elementas patenka per baltymus porinus. IS periplazmos j
citozolj mangano jonai yra perne$ami baltymy nesikliy, vienas juy MntH. Sis nesiklis
perneSimui naudoja protovaros jéga. Taip pat Sis baltymas gali pernesti ir geleZies jonus,
tatiau su kur kas mazesniu afiniskumu. Sio transporterio geno raiska taip pat glaudziai
susijusi su Fe-Fur represijos mechanizmu (Patzer ir Hantke, 2001). Eksperimentiskai jrodyta,
kad E.coli mutantai, kuriuose yra inaktyvuotas MntH genas yra neatsparts vandenilio
peroksido stresui (Anjem et al., 2009). Dar vienas mangano jony transpoteris — SitABCD.
Mangano perneSimui $is transpoteris naudoja ATP energija ir yra ypac efektyvus esant Siek
tiek Sarminéms aplinkos salygoms (Kehres et al., 2002).

Bakterijos mangano homeostaze savo lagstelése palaiko ne tik impoteriy pagalba, bet ir
Salina Sio elemento pertekliy per specialius baltymus eksporterius. Bakterijose sutinkamos dvi
grupés mangano eksporteriy: MntE ir MntP (Zeinert et al., 2018). MntE dazniausiai
sutinkamas patogeninése gram-teigiamose bakterijose, kur atlieka jtin svarbig funkcijg, Salina

1§ Igstelés mangano pertekliy atsiradusj dél aukos imuninio atsako (Grunenwald et al., 2019).



Tuo tarpu MntP eksporteris yra itin svarbus E.coli augimui. Esant §io geno mutacijai lastelés
nebegeba augti mitybin¢je terpéje, kurios sudétyje yra 0,5 mM MnCl, (Zeiner et al., 2018).

Viena svarbiausiy mangano funkcijy lasteléje — apsauga nuo reaktyviy deguonies
formy. Egzistuoja maziausiai trys skirtingi mechanizmai kaip manganas neutralizuoja ROS:
mangano superoksido dismutazé (Mn-SOD) (Carlioz ir Touati, 1986), formuodamas mazo
molekulinio svorio junginius, kurie neutralizuoja ROS nefermentiniu biidu (Barnese et al.,
2012) ir pakeisdamas gelezj fermenty aktyviajame centre taip apsaugodamas fermenta nuo
pazeidimo (Sabota ir Imlay, 2011).

Mangano superoksido dismutazé pasizymi tokiomis pats funkcinémis sagvybémis kaip
ir gelezies superoksido dismutaze. Kai kurie autoriai Siuos du fermentus netgi vadina
izofermentais, taciau skiriasi $iy dviejy fermenty geny raiska. Fe-SOD geno sodB raiska
vyksta tiek esant acorobinéms aplinkos salygoms, tiek aneorobinéms ir yra reguliuojamas Fe-
Fur represijos mechanizmo. Tuo tarpu Mn-SOD geno sodA raiSka vyksta tik esant aerobinéms
salygoms ir yra reguliuojamas tiesiogiai — fermento substrato kiekiu. Inaktyvavus vieng i$ Siy
geny E.coli zymesniy pokycCiy nepastebéta, tuo tarpu inaktyvavus abu sodA ir sodB genus,
lastelés visiskai praranda gebéjima augti aerobinémis salygomis terpeje esant gliukozés.
Augimas yra atstatomas ] augimo terp¢ pridéjus visy 20 aminortig§¢iy misinio (Carlioz ir
Touati, 1986).

Manganas savo apsauging funkcijg pries reaktyvias formas atlieka ir nesant fermenty
sudétyje. Zinoma, kad esant nedideléms koncentracijoms, mangano fosfatas ir mangano
karbonatas suriSa laisvuosius radikalus ir taip apsaugo lasteles nuo Zalingo jy poveikio
(Barnese et al., 2012).

Nustatyta, kad baltymy, kuriy sudétyje kaip kofaktorius veikia gelezis, jautrumas
oksidaciniam stresui yra labai didelis, ir daZnu atveju jie tampa pagrindiniu reaktyviy
deguonies formu taikiniu, gelezis oksiduojama ir fermentas tampa inaktyviu (Anjem ir Imlay,
2012). Pastebéta, kad esant pakankamam kiekiui mangano, jis gali pakeist] gelezj, kai kuriose
fermentuose ir atlikti kofaktoriaus funkcijg. Tokie modifikuoti fermentai yra kur kas
atsparesni oksidaciniam stresui, nes manganas dé¢l savo cheminiy savybiy yra daug sunkiau
oksiduojamas nei geleZis. Toks mangano geb¢jimas atlikti geleZies funkcijas stebimas ir
tokiuose itin svarbiuose fermentuose Igstelés metabolizme kaip ribuliozés-5-fosfato 3-
epimeraze¢ dalyvaujanti pentoziy fosfatinio kelio reakcijose (Sobota ir Imlay, 2011).

2.8. Vario metabolizmas ir svarba lasteliy augimui

Varis dar vienas gyvybiSkai svarbus mikroelementas reikalingas bakterijy augimui.

Taciau dél savo didelio reaktingumo, didesni jo kiekiai yra itin pavojingi lasteléms, tod¢l jos

turi turéti mechanizmus pasalinancius net maziausig vario pertekliy i§ citoplazmos



(Winkelmann, 2001). Ypac pavojingas varis tampa esant anaeoribémis sglygomis, kuomet
dvivalenté jo forma Cu®" redukuojama iki vienvalentés Cu” (Rensing ir Grass, 2003).

Pagrindiné sistema reguliuojanti vario kiekj E.coli bakterijose CopA. Tai P tipo
ATPazé. Sio transpoterio geno raiska reguliuojama per CueR, kurio aktyvumas priklauso nuo
vario ir sidabro kiekio esancio citozolyje. CopA taip pat pasizymi afiniSkumu sidabrui,
cinkui, kadmiui ir Svinui ( Rensing et al., 1999). Taip pat yra duomenu, kad Sis transporteris
gali pernesti tik vienvalentj varj Cu” (Mandal et al., 2002).

Varis jeina j fermenty sudétj ir ten veikia kaip kofermentas pavieniui arba jeina j
sudétingesniy junginiy sudét]. Vienas tokiy, amino oksidazés kofermentas — 3,4,6-
trihidroksifenilalamino chinonas (Cooper et al., 1992). Taip pat E.coli bakterijose randama ir
vario-cinko superoksido dismutazé (CuZn-SOD), taciau prieSingai nei eukariotinése lastelése,
zenklesnés jtakos lasteliy augimui $is fermentas neturi. DidZiausig darbg ROS inaktyvavime
bakterijose atlieka jau anks¢iau minétos Fe-SOD ir Mn-SOD (Benov ir Fridovich, 1994).
Turbiit svarbiausias, lastelés metaboliniu poziiiriu, fermentas, j kurio sudétj jeina varis —
citochromo ¢ oksidazé. ] jos antrojo subvieneto sudétj jeina net trys vario jonai. Cia jie atlieka

elektrony laidininky funkcija (Steffens et al., 1987).

2.9. Triptofano biosintezé

Triptofanas — viena i8 trijy aromatiniy aminoriig$¢iy, itin svarbi baltymy sintezéje. Dél
savo cheminés sandaros, triptofanas yra suardomas gaminant mieliy ekstraktg ar kazeino
hidrolizata, ir ] mitybing terpe patenka oligopeptidy sudétyje, tod¢l 1asteliy augimo metu
biitina uztikrinti triptofano biosintez¢ paciose lastelése (Zimbro ir Power, 2003). Triptofano
operono geny raiSka reguliuojama trpR represoriaus, kurio aktyvumas priklauso nuo L-
triptofano kiekio citozolyje (Gunsalus ir Yanofsky, 1980).

Triptofano biosintezei kaip pradiné Zaliava lgstelése naudojamas christomatas.
Pirmojoje reakcijoje nuo christomato yra atskeliams fosfoenolpiruvatas ir vyksta amininimo
reakcija (reakcijai reikalingas L-gliutaminas ir L-gliutamatas). Susidaro aromatinis junginys —
antranilatas. Reakcija katalizuojama fermento antranilato sintazés. Toliau vyksta
kondensacijos reakcija, kuomet prie antranilato prijungiama aktyvuotas ribozés-5-fosfatas,
reakcija katalizuoja antranilato-fosforibozil transferazé. Ribozes liekana modifikuojama ir
susidaro indolas. Paskutinéje triptofano biosintezés reakcijoje prie indolo yra prijungiamas
serinas (Michal ir Schomburg, 2012).

Christomatas lgstelése yra sintetinama i§ fosfoenolpiruvato eilés reakcijy metu. Siose
reakcijose dalyvaujanciy fermenty aktyvumui ypa¢ svarbus NAD/NADH balansas. Susidares
christomatas naudojamas ne tik triptofano, bet ir kity dviejy aromatiniy aminoriigsciy

biosinteze¢je — fenilalanino ir tirozino (Michal ir Schomburg, 2012).



3.1. Lasteliy bankas

Visy eksperimenty metu ir serijose, su kuriomis buvo lyginami gauti rezultatai, buvo

3. METODIKA

naudojamas tos pacios gamybos serijos darbinis Igsteliy bankas E. coli K802/pT7a-GCSF.

Pagaminimo data — 2012 04 27. Laikymo salygos - <-80°C. Kiekvienai eksperimentinei

fermentacijai ar jy grupei buvo naudojamas vis naujas darbinis Igsteliy bankas, kuris nebuvo

pakartotinai atSildytas ir vél uzSaldytas.

3.2. Fermentacijos proceso schema
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Parametrai:
Temperatira: 4+1°C
Greitis: 6000 apm
Trukmé: 40 min

3.1 pav. E.coli K802/pT7a-GCSF fermentacijos proceso schema



3.3. Fermentacijoje naudota jranga

e Bioreaktoriaus valdymo blokas Sartorius Biostat B Twin;
e Bioreaktorius Sartorius UniVessel®Glass 2 ir 5 L;

e Kratytuvinis inkubatorius B.Braun Biotech Certomat IS;
e Autoklavas Tuttnauer 5075 ELVC;

o Centrifuga Beckman Avanti J-25.

3.4. Fermentacijos terpé
Kulttriné terpé, kurioje buvo vykdoma fermentacija susideda i$ $iy komponenty:
e Rigstinis kazeino hidrolizatas;
e Mieliy ekstraktas;
e Amonio chloridas;
e Magnio sulfato heptahidratas;
e Di-natrio vandenilio fosfato dodekahidratas;
e Kalio di-vandenilio fosfatas;
e Gliukozé;

e Antiputokslis.

3.5. Intarpiniy kiineliy iSskyrimas, tirpinimas ir baltymo pakartotinis sulankstymas
Lastelés buvo ardomos auksto slégio homogenizatoriumi, ardymo procediirg kartojant
du kartus. Suardyta Igsteliy suspensija centrifuguojama fiksuoto kampo centrifuga. Nuosédos
plaunamos tris kartus plovimo tirpalais, po kiekvieno jy kartojant centrifugavimo procedira.
Gauti intarpiniai kiineliai uzSaldomi.
Naudota jranga:
e Auksto slégio homogenizatorius Niko Soavi S.p.A NS 1001-L PANDA;
o Centrifuga Beckman Avanti J-25.
Atsildyti intarpiniai ktineliai tirpinami disulfidinius rySius ardomomis sglygomis.
Atliekamas tikslinio baltymo pakartotinis sulankstymas j aktyvig forma naudojant oksiduoto

ir redukuoto gliutationy sistemg. Po pakartotinio sulankstymo gaunamas B-C1 méginys.

3.6. Dietilaminoetilsafarozés (DEAE Sapharose) jonu mainy chromatografija
Baltyminis tirpalas po baltymo pakartotinio sulankstymo koncentruojamas
ultrafiltravimo/diafiltravimo sistema. Gaunamas méginys B-D3. Sukoncentruotas baltyminis
tirpalas frakcionuojamas naudojant DEAE jony mainy chromatografijg. Baltyminis tirpalas
standartizuojamas ir gaunamas meginys B-F1.

Naudota jranga:



e Ultrafiltravimo/diafiltravimo sistema Sartorius Sartoflow Smart;
o Chromatografas GE Healthcare AKTA Explorer;,
e Chromatografiné kolon¢lé¢ GE Healthcare XK 2,6x70 cm.

3.7. Analitiniai metodai
Atvirkscios fazés, auksto efektyvumo skys¢iu chromatrografija (RP-HPLC)

Atvirkscios fazés, auksto efektyvumo skys¢iy chromatografijos metodu buvo
testuojami tarpiniai gryninimo méginiai po DEAE jony mainy chromatografijos, méginys B-
F1. Siuo metodu buvo nustatomas tikslinio baltymo priemaisos ir jy lygis.

Naudota jranga:

e HPLC chromatografas Waters E2695;

e UV detektorius Waters 2489 UV Detector;

e HPLC kolonélé Waters XBridge BEH C18, 3004, 5um, 4,6x250 mm.
Elektropurkstuvinés jonizacijos masiy spektrometrija (ESI-MS)

Kombinuotas RP-HPLC ir ESI-MS metodas buvo taikomas norint detaliau i$tyrinéti
rastas tikslinio baltymo priemaisas, ko negali padaryti vien tik RP-HPLC. Siuo analitiniu
metodu buvo testuojami méginiai po baltyminio tirpalo koncentravimo, méginys B-D3.
Méeginys buvo frakcionuojamas naudojant RP-HPLC analizés metoda, o pagrindiné tikslinio
baltymo ir RRT 1,10 frakcijos analizuotos ESI-MS metodu, nustatant baltymy molekulines
mases.

Be to RP-HPLC ir ESI-MS buvo naudojamas taikant peptidinio zeme¢lapio analizés
metoda. Izoliuotos tikslinio baltymo ir RRT 1,10 frakcijos, buvo paveiktos Glu-C proteaze ir
susidare skilimo produktai analizuojami ESI-MS metodu. Gauti duomenys panaudoti
nustatant kaip RRT 1,10 frakcijoje esantis baltymas yra modifikuotas.

Naudota jranga:

e Chromatografiné sistema Dionex Ultimate 3000 RSL Cnano;

e Masiy spektrometras Bruker Maxis 4G.

3.8. Statistiniai metodai
Pilnas faktorinis planas
Trikstamy elementy identifikavimui buvo naudojamas pilnas faktorinis planas. Sis
metodas leidZia jvertinti ne tik pasirinkty faktoriy itaka norimam atsakui, bet ir faktoriy
tarpusavio sgveika. Tyrime buvo naudotas 2% faktorinis eksperimenty dizainas, t.y. kiekvienas
18 trijy pasirinkty faktoriy gali turéti dvi biisenas, tod¢l priklausomybé tarp faktoriaus ir atsako

skaiciuojama taikant tiesinés regresijos modelj, o geriausiai duomenis atitinkantis modelis



parenkamas naudojant maziausiy kvadraty metoda (Rathore ir Mhatre, 2009). Eksperimento
plano sudarymui ir duomeny apdorojimui buvo naudojama kompiuteriné¢ programa JMP 10.
Visg bakterijy augimo kreive aprasyti matematiniu modeliu labai sunku, nes néra
vieno modelio tinkanc¢io visiems variantams. Taciau vieng, pacig svarbiausig dalj —
eksponentinio augimo faze, galima lengvai apraSyti matematiniu modeliu ir gauti matematines
vertes, kurias galima lyginti tarpusavyje. Augimo koeficientas p apraso augimo kreiveés

eksponentinés dalies statuma, kuris rodo, kaip intensyviai dalinasi lastelés. Sis koeficientas

InOD2-In0OD1

skaic¢iuojamas pagal formulg: p = 2—t1

(Widdel, 2010).

LINEST funkcija

Nustatant priklausomybe tarp gelezies koncentracijos mieliy ekstrakte ir biomaseés
iSeigos buvo naudojama LINEST funkcija Microsoft Excel kompiuterinéje programoje. Si
funkcija geba rasti duomenis labiausiai atitinkantj modelj (tiesinj, kvadratinj ir t.t.) taikant
maziausiy kvadraty metoda (Microsoft, 2019). Kadangi Sio tyrimo atveju naudota kvadratine
funkcija, medelis apskaiGiuotas pagal formule: = LINEST (y1: y2; x1: x2)"\2}; TURE; TRUE
Tiesinés regresijos modelis

Norint rasti skirtuma tarp laboratorinés ir gamybinés skaliy buvo naudojamas tiesinés
regresijos medelis (Rathore ir Mhatre, 2009). Regresijos modelis buvo skai¢iuojamas

naudojantis Microsoft Excel kompiuterinés programos ,,Regression‘ funkcija.



4. REZULTATAI

4.1. Trikstamy elementy identifikavimas
E. coli K802/pT7a-GCSF fermentacijos procese yra naudojama pusiau sinteting terpé,
o biomasés kiekio sumazéjimas siejamas su mieliy ekstrakto partijos pasikeitimu, todél visas
démesys buvo sutelktas | mikroelementus, vitaminus ir kitus augimo faktorius, biitinus
bakterijy augimui. Pagal UAB Sicor Biotech uzsakyma, mieliy gamintojas atliko penkiy
skirtingy partijy mieliy ekstrakto elementing analiz¢ (masiy spektrometrija) (4.1 lentelé).

4.1 lentelé. Penkiy skirtingy mieliy ekstrakto partijy elementiné analizé

Mieliy Mieliy Mieliy Mieliy Mieliy
ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas
partijos nr.1 | partijos nr.2 | partijos nr.3 | partijos nr.4 | partijos nr.5
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Natris 3898 3521 4003 4567 5359
Magnis 1225 1110 1084 832 1114
Fosforas 12881 13423 12900 11974 10134
Siera 8163 7898 8009 7803 8933
Kalis 49379 49284 49824 44213 47941
Kalcis 574 835 778 1023 1314
Aliuminis 1,00 <1,00 <1,00 1,17 1,33
Vanadis 0,211 0,190 0,241 0,230 0,237
Chromas <0,168 <0,168 <0,168 <0,157 0,192
Manganas 1,17 1,18 2,20 1,70 2,86
GelezZis 30,5 30,9 37,4 45,8 49,1
Kobaltas 1,78 2,08 1,80 1,77 1,71
Nikelis 0,263 0,220 0,237 0,221 0,315
Varis 0,713 0,712 0,748 1,52 2,09
Cinkas 109 98,3 93,7 108 125

Su tomis paciomis mieliy ekstrakto partijomis buvo atliktos ir 5 fermentacijos,

kiekvienoje jy naudojant vis kitos partijos mieliy ekstraktg (zitréti 4.1 pav.).
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4.1 pav. Fermentacijy, kuriose buvo naudojamos skirtingy partijy mieliy ekstraktas, biomasés
1Seiga

Lyginant elementy kiekius mieliy ekstrakte ir fermentacijy biomasés iSeigos buvo
ieSkoma koreliacija, tarp $iy dviejy dydziy. Didziausia koreliacija buvo rasta tarp biomaseés
iSeigos ir $iy metaly: gelezies — 0,98; natrio — 0,92; vario — 0,91; mangano — 0,90 ir kalcio —
0,90.

IS Siy elementy natris buvo atmestas pirmiausiai, nes mieliy ekstraktas néra pagrindinis
natrio Saltinis naudojamoje terpéje, kur kas didesnis jo kiekis j terpe patenka i§ di-natrio
vandenilio fosfato dodekahidrato, kazeino hidrolizato ar natrio Sarmo. I§ ankstesniy tyrimy
buvo zinoma, kad papildomas kalcio pridéjimas j terpés sudéti, nejtakoja Sio producento
augimo, tuo tarpu papildomas mangano drusky kiekis zenkliai pagerina augima ir biomasés
iSeiga, todél tolimesniam tyrimo etapui buvo pasirinkti trys elementai: gelezis, manganas ir
varis.

Siekiant jvertinti Siy elementy galimai kompleksing jtaka, tolimesnis tyrimas buvo
atlickamas naudojant pilng faktorinj eksperimenty plang (4.2 lentelé). Kaip gelezies Saltinis
buvo pasirinktas gelezies sulfato heptahidratas (FeSO4 x 7H,0), mangano — mangano
chlorido tetrahidratas (MnCl, x 4H,0), vario — vario sulfato pentahidratas (CuSO4 x 5SH,0). |
terpe dedamy elementy koncentracija buvo pasirinkta atsizZvelgiant | gamintojo
rekomendacijas. Kaip eksperimento atsakas buvo pasirinkti trys parametrai: optinis tankis

fermentacijos pabaigoje, biomasés iSeiga ir augimo koeficientas.



4.2 lentelé. Pilnas faktorinis eksperimenty planas

Eksperimento | MnCl, x 4H,0 | FeSO4 x 7TH,0 | CuSO4 x 5 H,O
Nr. 0,011 g/1 0,011 g/1 0,5 mg/l
1 + - -
2 - + -
3 - - +
4 + + -
5 + - +
6 - + +
7 + + +
8 - - -
+ medZiaga pridéta | terpe.
- medziaga nepridéta j terpg.

Rezultatai parodé, kad varis ar jo saveika su kitais tirtais metalais neturi jtakos nei
galutiniam optiniam tankiui, nei biomases iSeigai, nei augimo koeficientui (4.2 pav.). Tuo
tarpu manganas tur¢jo statistiSkai reikSmingg (p<0,05) jtakg biomasés iSeigai ir augimo
koeficientui (4.3 lentelé). Dvivalentés gelezies statistiSkai reikSminga jtaka buvo matoma
visiems trims tirtiems parametrams, o gelezies ir mangano sgveika, pasireiské dar didesne
itakg biomases iSeigai, nei kiekvienas elementas pavieniui. Apskai¢iuoti modeliai kone
idealiai atitiko gautus duomenis. Varis buvo atmestas kaip neturintis jtakos $io kamieno

augimui ir tolimesniuose tyrimuose tirtas dvivalentés gelezies ir mangano poveikis.
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4.2 pav. Pilno faktorinio plano eksperimenty rezultatai



4.3 lentelé. Efekty modeliy statistinis patikimumas

OD fermentacijos . o Augimo koeficientas
. . . Biomasés iSeiga,
Faktorius pabaigoje, Prob>] (),
Prob>|t| Prob>|t|
Intercept 0,0007 0,0002 <0,0001
Mn(II) 0,1238 0,0181 0,0213
Fe(II) 0,0290 0,0050 0,0155
Cu(Il) 0,7314 0,4342 0,5653
Mn(II)*Fe(II) 0,0982 0,0361 0,2407
Mn(II)*Cu(II) 0,5631 0,1840 0,2379
Fe(IT)*Cu(I) 0,8752 0,5361 0,1581
R’ 0,97 0,99 0,98

Siekiant i$siaiSkinti ar pridétas papildomas kiekis gelezies ir mangano, ar padidéjes

augimo greitis ir biomasés iSeiga neturi jtakos tikslinio baltymo kokybei buvo atliktos dvi

papildomos 5L fermentacijos j terpe pridedant kiekvieno i§ metaly (4.4 lentelé). IS gauty

biomasiy buvo iSgrynintas tikslinis baltymas ir atliktos RP-HPLC ir RP-HPLC/MS analizés.

RP-HPLC metodu tirtas méginys po dietilaminoetilsafarozés (DEAE) jony mainy

chromatografijos B-F1, o RP-HPLC/MS metodu méginys prieS DEAE jony mainy

chromatografijag B-D3.

4.4. lentelé. Fermentacijy ir gryninimo serijy numeriai

Pridétas metalas / Kiekis

Fermencijos serijos Nr.

Gryninimo serijos Nr.

Mn°" /0,011 g/l

F-GCSF-1801-T-01

P-SBT054-1801-T-04

Fe” /0,011 g/l

F-GCSF-1801-T-02

P-SBT054-1801-T-05

F-GCSF-1612-T-02"

P-SBT054-1712-T-02

Kontroling serija. Fermentacija su tipiniais parametrais.
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4.3 pav. B-F1 meéginiy RP-HPLC
chromatogramos

Atvirkscios fazés auksto
efektyvumo skys¢iy chromatografija
(RP-HPLC) neparodé jokiy
priemaisy atsiradusiy dél papildomo
gelezies ar mangano pridéjimo ir
kurie nebuty pasalinti DEAE jony
mainy chromatografijos metu (4.3
pav.). Taip pat zinomy priemaisy,
tokiy kaip oksiduotos formos
(GCSF-0), RRT 1,10 ar
triptofaninio adukto (GCSF-R)
kiekiai iSliko tokie patys, kaip ir
kontrolingje serijoje.

Taip pat buvo atlikta méginio
prie§ DEAE chromatografijg analizé
RP-HPLC metodu, o tikslinio
baltymo smailé detaliau patyrinéta
masiy spektrometrijos biidu. Sis
tyrimas parode, kad serijose, kuriose
buvo papildomai pridéta geleZies ir
mangano pagrindinéje smailéje yra
trys mazesnés molekulinés masés
baltymai (4.4 pav.), o jy kiekis
minétose serijose Zenkliai iSauges
lyginant su kontroline serija.
Nustacius §iy baltymy mase ir
palyginus duomenis su GCSF
peptidiniu Zemélapiu nustatyta, kad
tai trys tikslinio baltymo
modifikacijos, kur baltymo N gale
truksta 1-o0s, 2-iejy ir 5-1y

aminoriigsciy (4.5 lentelé).
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4.4 pav. B-D3 méginiy RP-HPLC/MS analizés rezultatai

4.5 lentelé. MaZesnés molekulinés masés baltymai rasti tikslinio baltymo smailéje

Masé
Prarastas sekos ase.s Baltymo
N-galas pokytis, .
fragmentas masé, Da
Da
Pilnas baltymas | Met-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-... 0.00 18798,8934
-Met Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-... -131,1986 | 18667,8183
-Met-Thr Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-... -232,3037 | 18566,4817
-Met-Thr-Pro-Leu-
¢t élyro cu Pro-Ala-Ser-Ser-... -499,6319 | 18298,8087

Siekiant rasti tinkamg geleZies ir mangano koncentracijg mieliy ekstrakte, kuri
atstatyty fermentacijos parametrus j tipinj lygj, taciau negeneruoty priemaisy (4.4 pav.), buvo
atliktos trys 2L fermentacijos, kuriose buvo atkurtas gelezies ir mangano lygis j randama
»gerame* mieliy ekstrakte (4.6 lentelé), j terpé pridedant atitinkama kiekj, $iy metaly drusky.
Metaly lygis atkurtas remiantis gamintojo atlikta elementing analize (4.1 lentelé, Mieliy
ekstraktas partijos nr. 5).

4.6 lentelé. Fe ir Mn koncentracija terp¢je tenkanti 1 g mieliy ekstrakto

. GeleZies Mangano

Serijos Nr. kone. (ug/e) Konc. %Mg g) Komentaras
F-GCSF-1612-T-02 49,1 2,86 Tipinis mieliy ekstraktas
F-GCSF-1712-T-52 30,5 1,17 Kontroliné serija
F-GCSF-1801-T-07 49,0 1,17 Atkurta gelezies koncentracija
F-GCSF-1801-T-08 30,5 2,86 Atkurta mangano koncentracija
F-GCSF-1801-T-09 49,1 2.86 Atkurta abiejy metaly

koncentracija
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30,5 ppm; Mn 2,9)
F-GCSF-1801-T-09 +MnCI2x4H20 (18,25 pg/l)
+FeS04x7H20 (277 pg/l) (Fe 49,1 ppm; Mn 2,9)

Optinis tankis, o. v.

Augimo laikas, val.

4.5 pav. Fermentacijy, su atkurtu Fe ir Mn kiekiu, augimo kreiveés

I pradinj lygj atkurta mangano koncentracija didesnio poveikio augimui neturéjo (4.5
pav.) — augimas labai panasus j kontrolinés serijos. Tuo tarpu atkurta gelezies koncentracija
zenkliai pagerino augima, optinis tankis fermentacijos pabaigoje 25% didesnis nei kontrolinés
serijos, tac¢iau nepasieke tipinio lygio — 9% mazesnis. Serijoje, kurioje buvo atkurta abiejy
metaly koncentracija stebétas dar geresnis augimas — 29%, nei serijoje su gelezimi. Kone
identiSki rezultatai gauti ir su biomaseés iSeiga.

[Sanalizavus duomenis buvo pastebéta, kad pavieniui manganas neturi jokio efekto,
tuo tarpu esant kartu su geleZimi — efektas gana rySkus. Buvo iskelta hipotezé, kad manganas
ir geleZis turi tokj pat veikimo mechanizma, taciau tik pridedant mangano, jo kiekis labai
mazas (5 png), ir pastebéti jo jtaka, esant tokiam proceso variabilumui, labai sudétinga.

Tam, kad patikrinti Sig hipoteze, i terpe buvo pridétas toks mangano kiekis, kad
bendras gelezies ir mangano kiekis bty toks pats, koks randamas ,,gerame* mieliy ekstranke

—50,2 pg/g (4.7 lentelé), o rezultatas palygintas su serija, kurioje yra toks pat geleZies kiekis.

4.7 lentelé. Fe, Mn ir abiejy elementy suminé koncentracija tenkanti 1g mieliy ekstrakto

Gelezies | Mangano Abiejy Optinis tankis . .
.. . . . . metaly .. Biomasés
Serijos Nr. kiekis kiekis < 1. fermentacijos o
(hgld) | (gl | oo | pabaigoje(o.vy) | @D
(ng/g)
F-GESEI801- 1 49 1 1,17 50,2 15,25 20,87
T-07
FOCIEIS02 1 305 19,69 50,2 15,17 21,48
Skirtumas (%) 0,5% 2,9%




Gauti rezultatai patvirtino iSkeltg hipoteze — mangano poveikis yra toks pat, kaip ir
gelezies. Optinis tankis fermentacijos pabaigoje minétose fermentacijose beveik identiskas,
skirtumas tik 0,5%. Biomasés iSeigos skirtumas, Siek tiek didesnis, taciau tai galima paaiskinti
dar vienu kintamuoju atsirandanciu ruosSiant biomas¢ — biomasés drégnumas. Tolimesniuose
eksperimentuose buvo atsizvelgiama tik j gelezies kiekj esantj mieliy ekstrakte, nes mangano
kiekis jame yra nykstamai mazas (paklaidos ribose) ir sunkiai iSmatuojamas (gamintojo

rekomendacija).

4.2. Reikiamos koncentracijos nustatymas

Siekiant nustatyti tiksly reikiama gelezies kiekj mieliy ekstrakte, kad fermentacijos
parametrai buty atstatyti j tipinj lygj ir nebiity generuojamas RRT 1.10 tikslinio baltymo
forma, buvo atlikta 17 fermentacijy su skirtingomis dvivalentés geleZies jony
koncentracijomis. Analizéje naudoti ir fermentacijy, | kurias buvo jdétas papildomas mangano
kiekis duomenys, taciau dél vienodo gelezies ir mangano veikimo, naudotas suminis §iy
metaly kiekis buvo laikomas kaip gelezis. Pasitelkus Microsoft Office Excel programine
jranga, su LINEST funkecija, kuri taiko maziausiy kvadraty metoda modeliui sudaryti, buvo
rasta priklausomybé¢ tarp suminio §iy metaly kiekio ir fermentacijos biomasés iSeigos (4.6
pav.) Gautg priklausomybé¢ galima aprasyti formule: y = —0,00194x2 + 0,38074x +
7,10966, kur x — Fe*" jony koncentracija mieliy ekstrakte (ng/g), y — biomasés ideiga (g/1).
Modelio koreliacija su eksperimentiniais duomenimis didelé: R*=0,95, o galima paklaida:

SD=0,55.
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4.6 pav. Biomasés iSeigos priklausomybé nuo gelezies jony koncentracijos mieliy ekstrakte



Pagrindinis §io tyrimo tikslas buvo atstatyti fermentacijos parametrus j tipinj lyg ir
siekiant atitikti reguliatorinius reikalavimus, kaip atskaitos taskas pasirinktas gelezies kiekis
randamas mieliy ekstrakte partijos nr. 5 — 49 pg/g. Eksperimentai buvo atliekami 2-5L
fermentatoriuose, tuo tarpu produkto gamyba vyksta 300L fermentatoriuje, todél norint
nustatyti ar Sis gelezies kiekis generuos biomasés kiekj ir iSeigg atitinkancig specifikacijos
reikalavimus gamybingje skal¢je, butina atsizvelgti j skalés skirtumus.

Visy pirma pasitelkus prie$ tai minéty mazos skalés rezultaty duomentis ir tiesinés
regresijos analizés metoda, buvo rasta tiesiné priklausomybé tarp dviejy pagrindiniy

fermentacijos parametry — optinio tankio fermentacijos pabaigoje ir biomasés iSeigos (4.7

pav.).
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4.7 pav. Optinio tankio fermentacijos pabaigoje priklausomyb¢ nuo biomases iSeigos.

Kadangi tyrimo metu nustatyta, kad biomasés kiekis/iSeiga kinta priklausomai nuo
gelezies kiekio, o skirtingos mieliy ekstrakto partijos turi skirtinga geleZies kiekj savo
sudétyje, buvo analizuojami istoriniai gamybinés skalés fermentacijy duomenys, kuriuose
buvo naudotas skirtingy partijy mieliy ekstraktas. Rasti duomenys buvo palyginti su
laboratorinés skalés fermentacijy duomenimis, kuriose buvo naudojamos tos pacios mieliy
ekstrakto partijos, kaip ir gamybinéje skal¢je. Kadangi biomases gamybai gamybos skyriuje ir
mazos skalés laboratorijoje naudojamos skirtingo tipo centrifugos todél atsiranda dar vienas
papildomas faktorius, $iy dviejy skaliy palyginimui buvo pasirinktas kitas parametras —
optinis tankis fermentacijos pabaigoje. Sis parametras abejais atvejais matuojamas vienodo

tipo prietaisais ir taip pat yra tiesiogiai proporcingas biomaseés iSeigai.
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4.8 pav. Tiesiné priklausomybé tarp optinio tankio fermentacijos gale laboratorijoje ir
gamybos skyriuke.

IS viso buvo rastos 8 mieliy ekstrakto partijos, su kuriomis biity atliktos fermentacijos
tiek gamybos skyriuje, tiek ir mazos skalés laboratorijoje (4.8 pav.). Palyginus $iy serijy
optinj tankj fermentacijos gale buvo gauta aiski tiesin¢ priklausomybé¢ tarp Siy dviejy skaliy.
Duomeny koreliacija itin auksta — R*=0,97.

Kadangi tarp gamybinés ir laboratorinés skaliy buvo rasta tiesiné priklausomybe,
norint apskaiciuoti, kiek biomasés bus generuojama fermentacijos metu gamybos skyriuje,
naudojant mieliy ekstrakta, kuriame gelezies koncentracija siekia 49 pg/g, buvo pasitelktas

tiesinés regresijos modeliai tarp abiejy skaliy biomasés iSeigos (4.9 pav.).
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4.9 pav. Biomasés iSeigos priklausomybé tarp gamybos skyriaus ir laboratorijos.



Pagal auksciau apskaiCiuotus matematinius modelius buvo nustatytas tikétinas
biomasés kiekis fermentacijoje naudojant mieliy ekstrakta, kuriame gelezies koncentracija
siekia 49 pg/g. Taip pat gamybos skyriuje atlikta eksperimentiné serija (F3-0021801E), su
atkurta gelezies koncentracija mieliy ekstrakte iki 49 ng/g, i terpés sudéti pridedant atitinkama
kiekj gelezies sulfato heptahidrato. Rezultatai pateikti 4.8 lenteléje.

4.8 lentelé. Apskaiciuotas ir gautas biomasés kiekis gamybos skyriuje, naudojant
mieliy ekstrakta, kuriame gelezies koncentracija siekia 49,0 pg/g.

Gelezies koncentracija . . .
Biomasés svoris (kg)
(ng/g)
Apskaiciuota 49,0 5,41+0,15
F3-0021801E 49,0 5,50

Minéta eksperimenting serija taip pat buvo palyginta su istorinémis serijomis, kuriose
buvo naudotas mieliy ekstraktas su ta pacia geleZies koncentracija, kaip ir eksperimentinéje

serijoje. Minétos serijos reikSmingai nesiskyré tiek vertinant augimo kreives, tiek augimo

koeficienta (4.10 pav.).
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Augimo laikas, val

Augimo laikas, val.

4.10 pav. Didelés skalés eksperimentinés fermentacijos serijos palyginimas su tipinémis
serijjomis. Augimo kreivé ir eksponentinés augimo kreivés faze.

Kadangi pridedant j terpe didel; kiekj geleZies, galutiniame produkte atsiranda
priemaisy, kurios néra pasalinamos naudojamu gryninimo metodu, i$ trijy biomasiy, su
skirtingu geleZies kiekiu, buvo atliekamas tikslinio baltymo gryninimas ir méginiai prie§
DEAE jony mainy chromatografijg buvo iSanalizuot RP-HPLC/MS metodu.

Gauti rezultatai parodé, kad nustatyta reikiama gelezies koncentracija mieliy ekstrakte
(49 ng/g) yra tinkama (4.11 pav.), nes analizé neparodé mazesnés molekulinés mases
tinkslinio baltymo formy, kurios buvo rastos pirmoje tyrimo stadijoje. Serijoje su 59 pg/g
zenklaus padidéjimo taip pat nerasta. Tuo tarpu serijoje su 100 pg/g matomas tinkslinio
baltymo su prarasta viena aminortigStimi nuo N galo padid¢jimas. Kitos formos, kuriose

triksta dviejy ir penkiy aminoriigsciy, iSliko panasiame lygyje.
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4.11 pav. B-D3 méginiy RP-HPLC/MS analizés rezultatai. Méginiai gauti

1§ fermentacijy su skirtingomis gelezies koncentracijosmis tenkanciomis 1

g mieliy ekstrakto.

4.3. Tikslinio baltymo priemaiSa RRT 1,10
Pasikeitus fermentacijoje naudojamai mieliy ekstrakto partijai, buvo susidurta ne tik su

biomasés iSeigos problema, taciau ir tikslinio baltymo priemaiSos RRT 1,10 kiekio
padidéjimu. Si priemai$a RP-HPLC chromatogramoje matoma visiskai $alia pagrindinés
smailés (4.12 pav.), o naudojamas tikslinio baltymo gryninimo technologija negeba pasalinti
Sios priemaiSos iki specifikuojamo lygio. Taip pat serijoms su didesniu kiekiu RRT 1,10

budingas mazesnis triptofaninio adukto (GCSF-R) kiekis.
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4.12 pav. RP-HPLC chromatograma. Dvi serijos su padidéjusiu RRT 1,10 kiekiu.

PriemaiSos smailé buvo detaliau patyrinéta masiy spektrometrijos pagalba (4.13 pav.).

Tyrimo metu nustatyta, kad RRT 1,10 smail¢ sudaro du komponentai: deamidintos tikslinio

baltymo formos (=1 Da) ir nenustatyta, lengvesné (-39 Da) tikslinio baltymo forma.

Rezultatus palyginus su kontroline serija, kurioje RRT 1,10 kiekis nevirSija specifikuojamos

ribos, buvo nustatyta, kad RRT 1,10 smailés padid¢jimg lemia iSauges -39 Da formos kiekis,

tuo tarpu £1 Da kiekis iSlieka santykinai pastovus (4.9 lentelé).
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4.13 pav. RRT 1,10 smailés RP-HPLC/MS analizés rezultatai.

O, )00

4.9 lentelé. RRT 1,10 smail¢ sudaranc¢iy komponenty santykinis aukstis.

Sulaikvmo Molekuliné MM skirtumas nuo Smailés SantyKkinis
laist masé (MM), tikslinio baltymo MM, aukitis smailés
Da Da aukstis, %
P11-0211710
18759.4 -39,5 294 26,0
43,0—45,0 759, 2, 0 :
18798,7 -0,2 1132 100,0
P13-0121710
18760,3 -38,6 461 54,9
44,0 — 45,0
18799,1 0,2 840 100,0
P13-0131710
18760,3 -38,6 742 65,1
43,1-45,1
18799,1 0,2 1140 100,0

Norint detaliau istirti, -39 Da tikslinio baltymo formos sandarg, izoliuota RRT 1,10

smailé buvo iStirta peptidinio zemélapio analizés metodu. Baltymo karpymui buvo naudojama

Glu-C proteaze. Reakcija buvo atliekama disulfidinius rySius ardan¢iomis salygomis (4.14

pav.). Skirtingy dydziy peptidy molekulinés masés, i§ pagrindinio baltymo smailés, buvo

lyginamos su ty paciy dydziy peptidy molekulinémis masémis i§ RRT 1,10 smailés ir

ieSkomas teorinis peptido sekos variantas, kuris generuoty tokig pat molekuling mas¢ kaip ir

RRT 1,10 atveju.

IS visy galimy sekos varianty, didziausig peptidy molekulinés masés panasumg i gauta

18 RRT 1,10 smailés, parodé peptidai, kuriy sekos 119 pozicijoje triptofanas (W) yra pakeistas

1 fenilalaning (F) (4.10 lentelé).
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4.14 pav. Peptidinio Zemépalio analizés rezultatai. Pirmas grafikas —izoliuota RRT 1,10 frakcija. Antras grafikas — tikslinio baltymo frakcija.
Frakcijos paveiktos Glu-C proteaze.



4.10 lentelé. Peptidy, susidariusiy tikslinio baltymo ir RRT 1,10 frakcijas paveikus Glu-C protease, molekuliniy masiy palyginimas.

Teoriné peptidy molekuliné masé (W119)

Pagrindinio baltymo

RRT 1,10 smailés frakcija

Teoriné peptidy molekuliné

smailés frakcija masé (F119)
?eptld? - +2+ |Fragmento .. - o s - Peptido
aminoruagsciy [M+2H"] A Smailé # m/z Smailé # m/z Smailé # m/z [M+2H"] o e
seka vieta aminorugs¢iy seka
TLQLD
VADFATTIW
MEE Q 834.8829 111-124 1 834.8778 834.8804 2 815.375 | 815.3774 |VADFATTIFQQM
EE
TLQLD VADFATTIFQQM
VADFATTIWQQ| 1209335 06104 2 |1120.0267 1120.031 5| 1100526 | 1100.5281 - QQ
MEE
LGPTLDTLQLD 1418.1920 LGPTLDTLQLD
VADFATTIWQQ ' 100-124 3 1418.1873 1418.19 8 1398.685 | 1398.6866 | VADFATTIFQQM
MEE EE




4.4. Mieliy ekstrakto méginiai su atkurtu geleZies Kiekiu

Suzinojus reikiamg gelezies kiekj mieliy ekstrakte — 49 pg/g, mieliy ekstrakto
gamintojas, pagal specialy uzsakyma pagamino tris bandomuosius méginius, kuriuose
gelezies kiekis turéjo tilpti ] 49+5 ng/g ribas.

Visi trys méginiai buvo pagaminti i§ mieliy ekstrakto su zemu gelezies kiekiu  ji
pridedant atitinkama kiekj gelezies sulfato heptahidrato, kad biity pasiekta reikiama gelezies
koncentracija. Méginys Nr.1 reprezentuojg apating intervalo 49+5 pg/g ribg, meéginys Nr.2 —
viduring, o méginys Nr.3 — virSuting. Su kiekvienu 1§ méginiy ir kontrole (mieliy ekstraktas, 18
kurio buvo pagaminti Sie méginiai) buvo atlikta fermentacija (4.11 lentelé). IS gauty rezultaty
matyti, kad fermentacijos su visais trim minétais méginiais pasiekia reikiamus fermentacijos
parametrus.

4.11 lentelé. Fermentacijy, kuriose buvo naudoti mieliy ekstrakto méginiai, rezultatai.

GeleZies ?:;E:s Biomasés iSeiga
Méginys Serijos Nr. Kiekis, .. ’
s fermentacijos g/l
gale, o.v.

Meéginys Nr.1 | F-GCSF-1805-T-46 44 .4 16.09 21.93
Méginys Nr.2 | F-GCSF-1805-T-45 47.5 15.56 21.35
Meéginys Nr.3 | F-GCSF-1805-T-48 51.9 15.85 22.95
Kontrolé F-GCSF-1805-T-43 324 11.44 16.37

IS minéty biomasiy taip pat buvo i§grynintas tikslinis baltymas ir méginiai iSanalizuoti
su RP-HPLC ir RP-HPLC/MS sistemomis norint patikrinti ar atstatytas gelezies kiekis ir
fermentacijos parametrai pad¢jo sumazinti RRT 1,10 priemaiSos kiekj. Be to buvo taip pat
patikrinta ar mieliy ekstrakte esantis gelezies kiekis negeneruoja padidéjusio kiekio nuo N
galo sutrumpejusiy tikslinio baltymo formy.

RP-HPLC ir RP-HPLC/MS analizés parodée, kad mieliy ekstraktas, 1§ kurio buvo
pagaminti minéti méginiai generuoja labai auks$ta RRT 1,10 priemaiSos lygj, taciau atkiirus
gelezies lygj jame iki 49+5 pg/g ribos, priemaisos kiekis sumazéja iki minimumo (4.12
lentelé), o tuo tarpu triptofaninio adukto kiekis padidéja (pasiekia tipinj lygj). Baltymo
mutanto (W119—F119) kiekis esantis RRT 1,10 smailéje, iSlieka salyginai Zemas, lyginant su

kontroline serija (4.15 pav.)



4.12 lentelé. RP-HPLC analizés rezultatai.

2 |E =,

£ |5 Z s
Fermentacijos/Gryninimo | BN B X £ K
o ST~ I - TP - T~ RPN -9 ol == =TS
serijos Nr. nsE |z g|» EEl@ gl = 7
OE | Q|0 PO (0 O
I.SE I L g = S = |v—1\° -
G Qa|l028a(0O= a0 <=3 o=

F-GCSF-1805-T-43 (Kont.)/ 0.163

~
o0

79.9 0.00 3.49 0.99

P-SBT054-1805-T-22
F-GCSF-1805-T-45 (Mid)/
PSBT054. 1805123 0233 | 104 | 771 | 024 | 057 | 157
F-GCSF-1805-T-46 (Min)/
P-SBT054-1805-T-24 0238 110 | 770 | 036 | 045 | 1.67
F-GCSF-1805-T-48 (Max)/
PSBT0S4. 1805 T-26 0223 | 106| 778 | 000 | 063 | 157
I’::“E}_S'\ _ SBTOS541805T22_0517_wwoff_D1_RAZ_D1_9561.d: +MS, 27.0-28.5min, Deconvoluted (MaxEnt, B08.63-1026.46, =1.00543, 2300)
N ] P-SBT054-1805-T-22
l.fﬁf |

]
2]

1:1:_':)
= BB
9
| 18784.7
18788.9
18811.8
18842 5
18858 0
BB736
856 1
18913.2
18940.8
16055, 1
19106.4
20.6

TR ! SN N = LA I A N
0 SBTOS41B05T23_ 0517 _ivoff 01 RA3 01 _9562.d: +MS, 27.0-28.6min, Decorvioluted (MaxEnt, 808.03-1022.87, *1.00543, 2300)

P-SBT054-1805-T-23

- 187801

-
i
- L=
20 5
- '
s g
| 53
1 @ 8 " ca
1.0 ) p . =1
; | @ o - = o
9 | ® §c 2837293 8¢ = - HNooow & =
0 2 | n 283 g 838 gg g2 £ 2/lz2 8 &
e nmo2filg=En 88 5§ 2 &)\ % & 2
P LAV AN AN VATV A ke L VA N S AN _|
Loy SBTNS41805T24_0517_uvoff_01_RA4_D1_9563.d: +MS, 27.0-28.4min, Deconvoluted (MaxEnt, B06.24-1025.27, *1.00543, 2300)
34 z P-SBT054-1805-T-24
; ot
. ]
2 &
© &
o f
Sk 3 w 2
n © m o W o 2 = o
2T 88 5 8elB 22z 2 3 82 8 =
4 m T on o = B = o i - 8
£® 2,887 3883 g 2/125 3 8
o ~d AV AN B N N S S <A S VA . - . V.- |
18700 18800 18000 19000 19100 19200 iz

4.15 pav. RP-HPLC/MS analizés rezultatai. RRT 1,10 smailés komponenty molekulinés
masés. Raudonai pazymétas F119 mutantas.



5. REZULTATU APTARIMAS

Eksperimentai parodé, kad E.coli K802/pT7a-GCSF fermentacijos procesg smarkiai
jtakoja j terpg pridedamo gelezies ir mangano jony kiekis. Gauti rezultatai tik dar karta
patvirtino, kad Sie du elementai, o ypac gelezis yra vieni svarbiausiu mikroelementy
reikalingy bakterijy augimui (Madigan et al., 2014). Eksperimentuose naudotas pilnas
faktorinis dizainas leido pastebéti, kad gelezies ir mangano sgveika daro didesne jtaka
fermentacijos parametrams, nei $ie du elementai pavieniui. Sie ir papildomy fermentacijy
rezultatai parod¢, kad gelezis ir manganas, Siuo atveju, veikia identiSakai, t.y. vienodos
koncentracijos vienodai daro jtakg fermentacijos parametrams. Tai galima sieti su tuo, kad
egzistuoja nemazai fermenty, kuriose kaip kofaktorius gali veikti tiek gelezis tick manganas
(Sobota ir Imlay, 2011). Taip pat Sie abu metalai labai svarbiis palaikant lastelés atsparuma
oksidaciniam stresui (Carlioz ir Touati, 1986).

Didelio kiekio gelezies ir mangano jony pridéjimas tur¢jo ir neigiamy pasekmiy
tikslinio baltymo kokybei. Masiy spektrometrijos biidu nustatyta, jog pridedant $iy elementy j
mitybing terpe padidéja lengvesniy tikslinio baltymo formy kiekis. Sis priemaisy atsiradimas
gali biiti paaiSkinamas tuo, kad F e’ ir Mn** jonai nors ir jeina j superoksido dismutaziy sudéti
(Lah et al., 1995; Carlioz ir Touati, 1986), didelis $iy elementy kiekis citozolyje sukelia
oksidacin;j stresg dél Fentono reakcijos (Koppenol, 2001; van Genuchten ir Pena, 2017).
Susidarg laisvieji radikalai gali pazeisti mRNR ir sukelti klaidingg baltymo transliacija
(Tanaka et al., 2007). Detalesnis, biocheminis lengvesniy tikslinio baltymo formy atsiradimas
nebuvo tirtas, tad norint i§siaiSkint mechanizmg reikalinga papildoma studija. Nors pirminiy
eksperimenty (faktorinis dizainas) metu buvo smarkiai virSyta reikiama $iy elementy
koncentracija ir tai turéjo jtakos tikslinio baltymo kokybei, tolimesniuose eksperimentuose
buvo | tai atsizvelgta ir nuolat tikrinama ar naudojama $iy elementy koncentracija auginimo
terpéje nesukelia tikslinio baltymo priemaiSy kiekio padidéjimo.

Tyrimo metu buvo susidurta su dar viena problema, pasikeitusi mieliy ekstrakto partija
ne tik sumazino fermentacijos biomasés iSeiga, bet ir padidino RRT 1,10 priemaiSos lygj.
IStyrus biomases, i kurias buvo papildomai jdéta gelezies ir mangano jony, RP-HPLC ir RP-
HPLC/MS metodais, nustatyta, kad Sis priemaiSos padidéjimas taip pat buvo indukuotas
gelezies ir mangano koncentracijos augimo terpéje. Tikeétina, kad tiek fermentacijos proceso
parametry redukcija, tiek priemaiSos RRT 1,10 kiekio padidéjimg 1éme tie patys biocheminiai
procesai E. coli 1astelése.

Nattiraliai mieliy ekstrakte mangano koncentracija yra labai nedidelé, o sumazéjimas
nezymus lyginant su gelezimi. Didesnis mangano jony pridéjimas j auginimo terpe biity

sunkiai pagrindziamas, norit uzregistruoti keitimg vaisto gamybos byloje, tod¢l tolimesniuose



eksperimentuose buvo naudota tik gelezis, remiantis tuo, kad Sio elemento koncentracija yra
atstatoma j pries tai buvusj lygj. Atlikus eil¢ fermentacijy su skirtingais gelezies kiekiais buvo
rasta priklausomybé tarp gelezies koncentracijos mieliy ekstrakte ir biomasés iSeigos.

Visi eksperimentai buvo atlieckami mazos skalés ir kitokio tipo bioreaktoriuose, todél
buvo biitina kvalifikuoti mazos skalés procesg, norit gauti rezultatus atsikartojancius didelgje,
gamybinéje skaléje. Kaip zinoma skalés jtaka ir bioreaktoriaus tipas gali zenkliai jtakoti
proceso parametrus (Crater ir Lievense, 2018). Pasitelkus istorinius duomenis ir tiesinés
regresijos modelj buvo rastas skaliy skirtumas, j kurj buvo atsizvelgiama pasirenkant reikiama
gelezies koncentracijg. Modelio tinkamumas buvo patikrintas eksperimentinés serijos metu
didel¢je skaléje. Pats modelis jmonéje ir toliau buvo naudojamas kity projekty metu ir tiriant
nuokrypius.

Nustacius reikiamg gelezies kiekj mieliy ekstrakte, kuris atkurty fermentacijos proceso
parametrus ] tipinj lygj, kartu sumazejo ir RRT 1,10 priemaiSos kiekis, taip dar kartg
patvirtindamas, kad priemaiSos kiekio padidéjimas buvo salygotas fermentacijos proceso
parametry redukcijos, t.y. gelezies kiekio auginimo terpéje sumazejimo. IStyrus pacia
priemai$g RRT 1,10 peptidinio Zeméelapio metodu nustatyta, kad ji susideda 1§ dviejy
komponenty, o jos kiekio padidéjima lémé tikslinio baltymo mutanto, kuriame 119 pozicijoje
triptofanas yra pakeistas kita aromatine aminortigS§timi — fenilalaninu. Taip pat pastebéta, kad
kitos priemaiSos, triptofaninio adukto (GCSF-R) kiekis yra atvirksciai proporcingas RRT 1,10
kiekiui. Triptofaninis aduktas — tai tikslinio baltymo priemaisa, turinti papildomg triptofano
molekule baltymo C gale.

Tiek triptofano, tiek fenilalanino izoelektrinis taskas yra labai panasiis (Doonan,
2002), todel tikslinio baltymo ir RRT 1,10 formos izoelektrinis taskas praktiskai identiskas.
Kadangi §io produkto gryninimo technologijoje naudojama tik jony mainy chromatografija ir
gelfiltracija pasalinti RRT 1,10 priemaisa praktiskai nejmanoma. Si priemaisa tampa
pastebima tik RP-HPLC analizés metu, nes fenilalaninas pasiZzymi didesniu hidrofobiniSkumu
nei triptofanas (Doonan, 2002).

Tikslus mechanizmas, kaip gelezies trilkumas sukélé fermentacijos proceso parametry
redukcijg ir padidino tikslinio baltymo mutanto kiekj nebuvo tirtas, taciau i turimy duomeny
galima daryti prielaidas. Kadangi fermentacijos proceso parametrus j reikiamg lygj atstato ne
tik papildomas gelezies prid¢jimas, bet ir mangano, galima 1§ karto atmesti tokias
metabolizmo reakcijas kaip elektrony pernasos grandiné, kur gelezis atlieka itin svarby
vaidmenyj, o jos pakeitimas manganu Siose reakcijose nejmanomas (Flemming et al., 2003;
Zhang, 1996). Turbiit geriausiai zinoma sritis, kurioje tieck manganas, tiek gelezis pasizymi

kone identiSkomis savybémis — oksidacinis stresas. Tyrimai rodo, kad Mn-SOD ir Fe-SOD



kompensuoja viena kitos veikimg ir inaktyvavus vieng i$ jy, lIastelé nepatiria Zenkliai didesnio
oksidacinio streso (Carlioz ir Touati, 1986). Terpéje trukstant gelezies, indukuojamas
mangano importas | Iastele, atlaisvinama gelezis surista baltymy-saugykly ir taip staiga
padidéja laisvos Fe*" ir Mn2+ kiekis (Seo et al., 2014), kuris dél Fantono reakcijos sukelia
lastelei didelj oksidacinj stresga (Koppenol, 2001). Taip pat esant gelezies stygiui sutrinka
trikarboniniy riig§¢iy ciklas, dél to smarkiai rugstéja aplinka, lastelé suaktyvina glikolizg,
bandydama palaikyti energijos atsargas ir taip dar labiau didinamas oksidacinis stresas (Seo et
al., 2014). Be to gelezies stygius sutrikdo tokiy aminortig§¢iy biosinteze kaip gliutamatas
(Miethke et al., 2006), kuri yra labai svarbi triptofano biosintezéje (Michal ir Schomburg,
2012) taip sukeldamas Sios aminoriigsties stygiy, kuris lemia sulétéjusj lasteliy augima,

padidéjusj RRT 1,10 priemaisos kiekj ir sumazéjusj triptofaninio adukto kiekj.

6. ISVADOS

1.  Fermentacijos parametry redukcijg ir tikslinio baltymo priemaisos RRT 1,10
kiekio padidéjimas buvo salygotas sumazéjusio gelezies kiekio, viename i§ auginimo terpés
sudedamyjy daliy — mieliy ekstrakte.

2. Atkurta gelezies koncentracija mieliy ekstrakte i tipinj lygj t.y. 49+5 pg/g atstaté
fermentacijos parametrus, biomasés iSeigg ir optinj tankj fermentacijos gale  pries tai buvusj
lygi. Mieliy ekstrakte esant Zemesniam gelezies kiekiui kaip 44 pg/g atsiranda rizika, kad
fermentacijos parametrai Gamybos skyriuje nepasieks specifikuojamo lygio. Esant didesniam
dvivalentés geleZies kiekiui nei 54 pg/g atsiranda rizika, kad biomasés iSeigos specifikuojama
riba Gamybos skyriuje gali biiti virSyta. Fermentacijos proceso parametrai taip pat gali biiti
atstatyti j pries tai buvusj lygj i terpé pridedant atitinkamg kiekj mangano jony.

3. Esant Zemesniam geleZies kiekiui mieliy ekstrakte nei 44 pug/g stebimas RRT
1,10 tikslinio baltymo priemaiSos kiekio padidéjimas. Pasiekus 49+5 ng/g, RRT 1,10
priemaiSos kiekis atitinka reikalavimus. Didesné dvivalentés geleZies ar dvivalencio mangano
koncentracija nei 59 ug/g pradeda generuoti mazesnés molekulinés masés tikslinio baltymo
formas.

4. RRT 1,10 priemaiSa yra sudaryta i§ deamidinty tikslinio baltymo baltymo formy
(£1 Da) ir tikslinio baltymo mutanto (-39 Da), kuriame 119 pozicijoje, triptofanas yra
pakeistas kita aromatine aminorfig§timi — fenilalaninu. Sio mutanto pasalinimas gryninimo

proceso metu yra nejmanomas, nes jo fizikinés savybés yra itin panasios ] tikslinio baltymo.



7. SANTRUMPA

UAB Sicor Biotech buvo jmonéje buvo susidurta su problema, kuomet pasikeitus
mieliy ekstrakto partijai, smarkiai krito E.coli K802/pT7a-GCSF fermentacijos proceso
parametrai. Taip pat Sis pasikeitimas salygojo padidéjus;j tikslinio baltymo priemaisos kiekj,
kurios taikoma gryninimo technologija nesugeba pasalinti.

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad fermentacijos proceso parametru redukcijg ir RRT
1,10 priemaigos kiekio padidéjima Iémé sumazéjes gelezies kiekis mieliy ekstrakte. Sj proceso
parametry sumaz¢jimag galima atstatyti j auginimo terpe pridéjus gelezies arba mangano jony.
Taip pat terpés praturtinimas $iais elementais sumazina RRT 1,10 kiekj galutiniame produkte,
taCiau generuoja papildomas priemaisas — mazesnés molekulinés masés tikslinio baltymo
formas. Eksperimentu metu buvo nustatyta reikiama gelezies koncentracija mieliy ekstrakte
(49+5 ng/g), kuri atstato fermentacijos proceso parametrus j reikiama lygj, sumazina RRT
1,10 priemaisSos kiekj iki leidziamo, ta¢iau negeneruoja papildomy priemaisy.

Be to, §io tyrimo metu, buvo charakterizuota tikslinio baltymo priemaisa RRT 1,10. Si
priemaisa susideda i§ dviejy komponenty: deamidinty tikslinio baltymo formy ir tikslinio
baltymo mutanto (W119—F119). PriemaiSos padidé¢jima galutiniame produkte léme iSauges
W119—F119 mutanto kiekio padidéjimas, kuris buvo salygotas sumazéjusio gelezies kiekio

auginimo terpegje.



8. SUMMARY

Few years ago, Sicor Biotech UAB had faced an issue — decrease of E.coli
K802/pT7a-GCSF fermentation process parameters and increase of impurity of RRT 1.10 in
the final product. These problems appeared after changed lot of yeast extract.

In this study, we found out, that these decrease of fermentation parameters and
increase of impurity level were caused by the lower iron level than usually in one of culture
media components — yeast extract. These issues can be eliminated by adding iron and
manganese ions to the culture media. This also reduces level of RRT 1.10, but additional
impurities of lower molecular mass forms of target protein appear. After series of experiments
required concentration of iron ions in yeast extract was determined. 49+5 pg/g is an optimal
iron concentration in yeast extract. This concentration keeps fermentation parameters at
optimal level, reduces level of RRT 1.10 and also does not induce production of smaller
molecular mass target protein forms.

Moreover, in this study, characterization of RRT 1.10 was performed. This impurity
consists of two components: deamidated forms of target protein and mutant of target protein
(W119—F119). Increased level of RRT 1.10 was caused by higher amount of mutant, which

was generated during starve of iron.
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