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1. BEVEZETES

Az elmult két évtizedben a terapias glikoproteinek iranti kereslet — és ezzel egylitt a megfeleld
mindségli és mennyiségii fehérjetermék eléallitasara iranyuld folyamat-fejlesztések iranti igény
— nagymértékben megndtt. Kezdetben ezeket a termékeket emberi szovetekbdl vagy vérbol
vontak ki, azonban ezeknél a modszereknél nagy hatranyt jelentett, hogy tartalmazhattak olyan
fert6zéseket, melyeket csak bonyolult technologiaval lehetett eltavolitani. Ezzel szemben a
rekombinans fehérjetermékek genetikailag modositott sejtekkel torténd eldallitasa sokkal

biztonsagosabb.

A rekombinans fehérjetermékeket altalaban emlGs, illetve rovar sejtek, baktériumok és élesztok
segitségével allitjak eld. Ezen expresszios rendszerek koziil az emlds sejtes technologidkat
alkalmazzak els6sorban az dsszetett glikozilacids mintazattal rendelkezd fehérjék eldallitasara,
ugyanis ezen expresszios rendszerek segitségével lehetéség nyilik az emberi Szervezetben
megtalalhaté fehérjékhez hasonld szerkezetli és biokémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd
molekulak eldallitasara. Az iparban tobb egér-, illetve horcsog-eredetli sejtvonal is
rendelkezésre all, azonban az 6sszes rekombindns fehérjetermék mintegy 70%-at kinai horcsog
petefészeksejtekkel (CHO) termeltetik. Az évtizedek ota folytatott kutatasok és klinikai
vizsgalatok alatt felhalmozott tudasnak kdszonhetéen a CHO sejtek ma mar nagy biztonsaggal
alkalmazhatok a rekombinans fehérjek eldallitasara. Ezen sejtek konnyen adaptalhatok
kémiailag definidlt tapoldatokhoz, rovid generacios iddvel tenyészthetok szuszpenzios

tenyészetben, tovabba genetikailag konnyen modosithatok.

A CHO sejtek altal termelt fehérjék terapias célu felhasznalhatosaga tehat jol ismert, azonban
a gyartasukra vonatkozo folyamatos technologia-fejlesztés gazdasagi szempontbol kivanatos.
A tenyésztési korilmények optimalizalasaval és a megfelelé rataplalasi (feed) stratégia
kidolgozasaval szabalyozhatova valhat a tenyészet produktivitasa, ami egy fontos technologiai

faktor a rekombinans fehérjegyartas teriiletén.

Munkénk soran egy CHO sejtvonal két klonjat — egy, a korabbi kisérletekben alkalmazott klont,
¢€s ugyanazon sejt genetikailag modositott valtozatat — vizsgaltuk fed-batch tenyészetekben.
tovabba megvizsgaltuk két kiilonboz6 feed-stratégia (bolusz vs. folytonos) hatasat a
tenyészetekre. Célunk volt tovabba a sejtek specifikus produktivitdsanak befolyasolasa

kiilonboz6 tapanyag-limitaciok kivaltasaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. REKOMBINANS FEHERJETERMEKEK A GYOGYSZERGYARTASBAN

A rekombinans fehérjetermékek hatékony terapiat jelentenek szamos korabban kezelhetetlen
betegségre, ezért az utobbi évtizedekben egyre nagyobb jelentéséggel birnak a modern
orvoslasban (Jayapal, 2007). Szamos ragcsalo, és human eredetii sejtvonalat alkalmaznak a
kiilonbozd, heterolog fehérjeexpresszids kutatasok soran (pl.: CHO, BHK, Hela), mégis a
CHO sejtek a legszélesebb korben alkalmazott €16 rendszerek a rekombinans glikoproteinek
eléallitasaban (Kyriakopoulos & Kontoravdi, 2012). Népszertiségiiket tobbek kozott kivald
adaptacios képességiiknek és konnyli genetikai manipulalhatosdguknak koszonhetik. A CHO
sejtek konnyen adaptalédnak szérummentes szuszpenzidban, és joOl tenyészthetdek
bioreaktorban emellett képesek a fehérjékre olyan glikdn formakat szintetizalni, melyek
hasonloak az emberi sejtek altal szintetizalt formakhoz (Jayapal, 2007; Kim et al., 2012; Wong
et al., 2005). Tovabba kimutattak, hogy a legtobb human virus (pl.: HIV, rubeola) nem képes a
CHO sejtekben replikalodni (Wiebe, 1989), ez a technologidk biztonsagossdga miatt fontos

(virusmentes termékek gyartasa).

Az elmult két évtizedben bizonyitast nyert a CHO sejtvonalak biztonsagos alkalmazasa a
rekombindns fehérjetermékek eldallitasara, ezaltal egyszerlibbé valt a terapias fehérjek
engedélyezési folyamata a kiilonb6z6 egészségiigyi hatosagoknal (pl.: FDA) (Kim et al., 2012).
Habar tobb emlds sejtvonal is rendelkezésre all, az dsszes rekombinans fehérjetermék mintegy
70%-at CHO sejtekkel termeltetik (Jayapal, 2007), jelenleg a tiz legkeresettebb biologiai
gyogyszerbol hetet CHO sejtekkel gyartanak (1. tablazat) (Huggett & Lahteenmarki, 2012).

1. tablazat: A 10 legkeresettebb biologiai gyogyszer 2011-ben (Huggett & Lahteenmarki, 2012)

2011 worldwide sales

Name Production cell lines (dollars in billions)
Humira (adalimumab) CHO 7.932
Enbrel (etanercept) CHO 7.367
Rituxan (rituxan) CHO 6.772
Remicade (infliximab) Mouse myeloma (NSO) 6.751
Avastin (bevacizumab) CHO 5.968
Herceptin (transtuzumab) CHO 5.924
Neulasta (pegdfilgrastim) E. coli 3.952
Lucentis (ranibizumab) E. coli 3.769
Avonex (interferon beta-1a) CHO 2.687
Rebif (interferon beta-1a) CHO 2.354




2.2. A SEJTTENYESZTESI TECHNOLOGIAK FEJLODESE

Kezdetben a CHO sejtek hasznélatanak egyik hatranya az alacsony specifikus produktivitas
volt, ez azonban ma mar ndvelhetdé génamplifikacioval (Kim et al., 2012). A *90-es évek elején
a sejttenyészetekben ~500 mg/l termék koncentracio volt a jellemzd, napjainkban mar 1 g/l
feletti termék koncentracio rutinszertien elérhetd az iparban, de az irodalom szédmos esetrdl
szamol be, ahol CHO tenyészetekben akar 5 g/l titert is elértek (Birch & Racher, 2006; Shukla
& Thommes, 2010; Wurm, 2004).

A nagy termelékenységii, robosztus monoklonalis antitest (MADb) gyartasi technologiak gyors
fejlodése kozponti szerepet tolt be a biologiai gyogyszergyartas teriiletén (Shukla & Thommes,
2010; Wurm, 2004). A human-genom projekt befejeztével egyre tobb terapias céla
fehérjeterméket fedeztek fel, melyeknek nagy része glikoprotein. Ezen glikoproteinek
oligoszacharid-szerkezete meghataroz6 a gyogyszeripari felhasznalas szempontjabol. A
fehérjékhez kapcsolodd glikdnok heterogenitdsa nagymértékben fligg a tenyésztési
kortiilményektdl: a tdpanyagoktol, a metabolitok felhalmozodésatol, a sejtek életképességétol
(viabilitasatol), a pH-tol és a hémérséklettél (Wong et al., 2005). Ahhoz, hogy egy komplex
képet kapjunk a tenyészetekben lezajlo folyamatokrol, a sejtnévekedésrdl és a produktivitasrol,
valamint a koztik 1évé kapcsolatokrol, fel kell tarni az Osszefiiggéseket, és a folyamat

paramétereinek hatasat az egyes kinetikai valtozokra (Sheikholeslami et al., 2014).

A rekombindns fehérjegyartas soran az egyik legfébb cél a modszerek olyan irdnyu fejlesztése,
mely minél magasabb titert eredményez a hagyomanyos fed-batch tenyészetekben. Az
expresszios vektorok optimalizalasaval, a sejtvonal és a médium megfelel6 megvalasztasaval,
illetve a tenyé€sztési paraméterek optimalizalasaval elérhetd a specifikus produktivitas, illetve a
sejtszam novelése. A specifikus produktivitds azonban ugyanazon sejtvonalndl is jelentésen
eltérhet kiillonb6zd tenyésztési koriilmények kozott. Azon stratégidk azonositdsa, melynek
segitségével maximalizalhaté a specifikus produktivitds a teljes fed-batch tenyésztés alatt,

dont6 fontossagu a fejlesztések soran a rekombinans fehérjegyartas teriiletén (Yu et al., 2011).



2.3. EMLOSSEJTEK METABOLIZMUSANAK JELLEMZOI

A folytonos sejtvonalak szén, nitrogén és energia (ATP), valamint redukalé agens (NADPH)
folyamatos jelenlétét igénylik annak érdekében, hogy el tudjak latni anabolikus funkcidikat. A
legtobb ilyen sejtvonal — koztiik az iparban is alkalmazottak — metabolikus viselkedése
nagymértékben fligg az aerob glikolizistél, mely biztositja ezen sejteknek a novekedéséhez
szlikséges energiat (1. abra). Habar a glikolizis egy felvett gliik6z molekula utan csupan 2 mol
ATP-t szolgaltat a sejteknek, a mitokondridlis oxidativ foszforilaci6é soran ugyanennyi gliik6z
utan 36 mol ATP keletkezik. Ennek eredményeképpen az aerob glikolizis bioenergetikai €s

bioszintetikus oldalrdl ,,pazarld” folyamatnak tekintheté (Young, 2013).

A TCA ciklus sordn a glutamint a sejtek képesek ugyan lebontani, de ez szintén ,,pazarlas”,
hiszen az altala biztositott nitrogén megemelkedett ammonia és alanin termelést eredményez.
Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy ezen sejtvonalak nem a gazdasagos szén-, nitrogén-,

¢s energiaforras-felhaszndldsra vannak programozva, hanem arra, hogy novelj¢ck a

crer

eredményezi, melynek hatdsara csokken a sejtek viabilitasa €s a termelt rekombinans fehérje

mennyisége, valamint megnd a sejttenyésztési technologia variabilitasa (Young, 2013).

(a) Glucose (b) Glucose
( 4— GiP —\ GiP

NAD% NAD*
ATP 4’KNADH ) ATP «KNADH )
Pyr Lactate Pyr Lactate

ATP Glutamine ATP

j i J- Glutamine

Exponential phase Stationary phase

1. abra: Folytonos sejtvonalak fenotipusai exponencialis és stacioner fazisban (Young, 2013)
Az 1. abra jol szemlélteti, hogy a sejtek metabolizmusa valtozik az exponencialis €s stacioner
fazisok alatt. A sejttenyészetekben az exponencidlis fazisra a sejtszdm ndvekedése, mig a
stacioner fazisban a rekombinans fehérje-termelés a jellemzd. Az exponencialis fazisban a
szaporodo sejtek a glutamint a mitokondrialis anyagcsere ,,lizemanyagaként” hasznaljak fel, ez
fokozott ammonia és laktat termeléshez vezet. A stacioner fazisba 1épve lecsokken a sejtek

specifikus gliikkoz és glutamin felvételi sebessége, a felvett glikkozt foként a TCA ciklusban
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torténd oxidacié utjan bontjak, ami megndvekedett ATP hozamot, és alacsonyabb
melléktermék-akkumulaciét eredményez. A felvett gliikoz egy része az oxidativ pentdz-fosztat

utvonalban jarul hozza a megfeleld6 NADPH szint fenntartasahoz (Young, 2013).

A rekombinans fehérjék termelése energiaigényes folyamat, ~3 ATP molekulédra van sziiksége
a sejtnek egyetlen peptid-kotés szintetizalasahoz. Egy nagy-termelékenységii sejtvonal képes
akér naponta 40 pg mAb-ot eldallitani, ami a sejt dsszes intracellularis fehérjéinek a 20%-at
teszi ki. Nagy kihivast jelent a fed-batch fermentacioknal, hogy a sejtek metabolizmusa
jelentdsen valtozhat a folyamat soran. Ezt a véltozast az 1. dbran bemutatott kiilonbségeken tul
a tapanyagok hozzaférhetdségének valtozasa, tovabba a sejt denzitas valtozasa befolyasolhatja

az egyes novekedési fazisok kozott (Templeton et al., 2013).

Az emldssejtek gyors glikolizisének melléktermékeként laktdt képzddik (még oxigén
jelenlétében is), a jelenlévd glutamint pedig ammoniava alakitjak at. A toxikus melléktermékek
(laktat, ammonia) képesek akkumulalodni a korai novekedési fazisban, igy gatoljak a sejt-
novekedést és a produktivitast, a késobbi fazisban pedig hatdssal vannak a fehérje-
glikozilacidra, tovabbd a melléktermék felhalmozodas talzott ndvekedést okozhat az
ozmolalitasban, ami bizonyos érték felett toxikus lehet a sejtek szamara (Templeton et al.,
2013). Hansen és Emborg CHO tenyészetekben vizsgaltak az ammonia koncentracio hatasat a
sejtnovekedésre, Kisérleteik soran a feed ammonia koncentracidjat fokozatosan novelték. 5 mM
koncentracioig az €16 sejt denzitas nétt, 5-7,5 mM kozott allando volt — ekkor a reaktorban mért
ammonia koncentracid mar 8 mM volt. Azt feltételezték, hogy a sejtek hozzaszoktak a
fokozatosan novekvé ammonia-koncentraciohoz (Hansen & Emborg, 1994). Takagi és mtsai.
azt tapasztaltdk, hogy 4 mM ammonia koncentracié nincs hatassal a specifikus novekedési
sebességre (1), 6 MM-nal azonban megall a sejtnovekedés. A novekvé ammonia koncentracid
mellett a specifikus glutamin felvételi sebesség (qGIn) és igy az ammonia termelés tovabbi
novekedését tapasztaltak, amibdl arra kdvetkeztettek, hogy az ammonia bizonyos koncentracio

(4 mM) felett sajat termelédését indukalja (Takagi et al., 2001).

crcr

egyik fontos célja mar 25 éve, azonban ez a kérdés mindmdig megoldatlan. Szdmos
sejtkultiraban sikeriilt a tenyészetekben az egyensulyt a termeléstdl a fogyasztas iranyaba
eltolni, azonban a mechanizmus, ami képes kontrollalni ezt a folyamatot kevéssé ismert

(Templeton et al., 2013). Azt azonban kimutattak, hogy azok a sejtek, melyek képesek a laktat



termelésbOl fogyasztasba atvaltani, magasabb titert képesek elérni, ezért még nagyobb

jelentdségiivé valhat a laktat-metabolizmus szabalyozasa (Schaub et al., 2012).

s

oxigén-felvétel folyamatos monitorozasa, amely nem csak a sejtndvekedésrdl, hanem a
tenyészetben lezajlo metabolikus folyamatokrol is informaciot nyajt. A sejtek oxigén-felvételi
sebessége (OUR) tovabba nagymértékben korrelal a specifikus produktivitassal, mely jelzi az

oxidativ foszforilaci6 pozitiv hatasat a produktivitasra (Link et al., 2003).

Az OUR tehat fontos paraméter a sejt-metabolizmus monitorozasa soran, értéke fiigg a sejt
denzitastol, és relative konstans szintii az exponencialis-novekedési fazis alatt, igy azt a pontot,
ahol elkezd csokkenni, jO kozelitéssel tekinthetjiik a fazis végének. Az OUR folyamatos
monitorozdsa tehat alkalmas eszkozként szolgdlhat a feed-Osszetétel ¢és stratégia

optimalizalasaban is (Huang et al., 2010).

Szamos tanulmany foglalkozik a sejtek metabolizmusanak pontos megismerésével — kiillonds
tekintettel a novekedési fazisok kozotti kiilonbségek feltarasaval —, ami nagy jelentéséggel bir
az ipari fed-batch folyamatok optimalizalasaban (Templeton et al., 2013). A metabolizmus
vizsgalata és megértése segithet a produktivitdst befolydsold folyamatok és paraméterek

megértésében €s azonositasaban.

2.4. KONTROLL STRATEGIAK A PRODUKTIVITAS BEFOLYASOLASARA

Jelenleg a konnyli kezelhetdségiiknek €s megbizhatosaguknak koszonhetden a batch és fed-
batch tenyésztési modszerek a leginkabb elterjedtek az iparban. A fed-batch kulturak esetében
1d6kozonkénti tapoldat adagoléssal elérhetd a teny€szet novekedésének és produktivitasanak
meghosszabbitasa (Wong et al., 2005). A fed-batch tenyészetekben a két legfobb tényezd, mely
produktivitas (gp). A maximalis produktivitas elérése érdekében elsd 1épésként sziikséges egy
optimalis novekedési tulajdonsadgokkal rendelkezd, nagy produktivitast sejtvonal 1étrehozasa,
majd a kovetkezd 1épés a folyamat paramétereinek optimalizalasa, mint a pH, pO2, hdmérséklet,
ozmolalitds és a megfeleld médium kivalasztasa (Yu et al., 2011). Az irodalom szdmos
lehetdségrdl szamol be, mellyel ndvelhetd egy tenyészet specifikus produktivitasa, példaul a
tenyésztési hémérséklet eltolasa alacsonyabb hémérséklet iranyaba (Fox et al., 2005), magas

ozmolalitas (Zhu et al., 2005) stb. Ezen faktorok habar pozitiv hatassal vannak a specifikus



produktivitasra, ugyanakkor gyakran gatoljak a sejtnovekedést, igy 6sszességében nem novelik

a termék koncentraciot (Yu et al., 2011).

A tenyészet homérséklete egy rendkiviil fontos kornyezeti paraméter, amely befolyasolja a
sejtek novekedését és fehérje termelését. Ahogyan a legtobb emlds sejté, a CHO sejtek
optimalis tenyésztési hdmérséklete is 37 °C koriil van. Annak ellenére, hogy a tenyészet
homérsékletének 37 °C ald torténd levitele a specifikus novekedési sebesség csokkenését
eredményezi, pozitiv hatdsa is van, ugyanis az alacsonyabb homérséklet révén hosszabb ideig
lehet magasabb viabilitast fenntartani, valamint megné a sejtek specifikus produktivitasa is.
Szamos tanulmany kimutatta, hogy a hdmérséklet alacsonyabb értékre valo eltolasa csokkenti
a sejtek novekedési sebességét, ezzel egyidejlileg a ndveli produktivitast (Becerra et al., 2012;
Sunley & Butler, 2010, Yee et al., 2009), ezen megfigyelés azonban nem altalanosithatd, az

irodalomban ettdl eltérd hatasrol is olvashatunk (Kim, 2007).

A tenyésztési paraméterek optimalizalasakor a pH helyes megvalasztasa is fontos feladat, a
sejtek novekedésére €s produktivitasara is nagy hatdssal van ezen paraméter. A pH valtoztatasa
ezen feliil a metabolizmust is képes befolyéasolni, ami a sejtek altal termelt fehérjék szerkezetére
is hatassal lehet (Osman, 2001). A pH hatasa azonban szintén nem altalanosithat6 minden
sejttenyészetre, az irodalom eltéré pH optimumokroél szamol be (Yoon, 2004; Borys, 1993).
Osszefoglalva elmondhaté, hogy a tenyészetek hdmérsékletét és pH értékekét adott sejtvonalra

kell optimalizalni a maximalis specifikus produktivitas elérése érdekében.

A mAD-termeld emldssejtes fed-batch tenyészetek produktivitisa az elmult évek soran
nagymértékben novekedett (Birch & Racher, 2006). A produktivitas novelésben kulcs-szerepet
jatszo faktorok egyike az egyre nagyobb produktivitasa, és jo novekedési karakterisztikaval
rendelkez0 sejtvonalak hozzaférhetdsége, tovabba a médium és feed-stratégia egyre mélyebb
megértése, melynek segitségével magasabb sejtkoncentracié és viabilitds érheté el a
bioreaktoros tenyészetekben (Shukla & Thommes, 2010). Szamos feed-stratégiat fejlesztettek
mar ki korabban az ipari fed-batch tenyészetekben az optimalis tdpanyag-ellatas érdekében,
hogy megfelel6 sejtnovekedést és produktivitast érjenek el, habar a novekedés/produktivitas €s
a tapanyag-igények kozotti kapcsolat még nem teljesen ismert (Sheikholeslami et al., 2014). A
nagy produktivitas eléréséhez a kulcs a tdpanyag limitadld6 komponenseinek azonositasa és egy
kémiailag jol definidlt — a sejtnovekedést és a termék-szekréciot tdmogatd — médium

megalkotéasa (Shukla & Thommes, 2010).
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2.4.1. Afeed-osszetétel jelentosége

A mADb-termelé rendszerekben a maximalis termék-hozam elérése érdekében fontos a
tapanyagok megfeleld adagolasa. A novekedést €s a produktivitast nagymértékben befolyasolja
a tapanyagok hozzaférhetdsége, ¢és a toxikus metabolitok jelenléte a tenyészetben

(Sheikholeslami et al., 2014).

Az aminosavak — kiilénos tekintettel az esszencialis aminosavakra — Kulcs-tapanyagok,
befolyasoljak a sejtkoncentracidt, és a termék titert, ezért sziikséges ezen aminosavak
érekében (Schaub et al., 2012; Yang et al., 2010). Schaub és mtsai. fed-batch tenyészetekben
vizsgaltak magas produktivitasi CHO sejteket, ¢s fedeztek fel korrelaciot szamos aminosav
tenyészetben mért koncentracidja (Met, Thr, His, Phe, Arg, Ser, Asp, Gly, Glu, Asn) és a termék
koncentracidja kozott (Schaub et al., 2012). Yu és mtsai. azt talaltdk, hogy a specifikus
produktivitas dramai csokkenése (kozel nullara) jol korrelal a tirozin kimeriilésével, mely

kulcsfontossagu aminosav a fehérje szintézisben (Yu et al., 2011).

2.4.1.1. Feed-optimalizadlds

A médium Osszetételének optimalizalasa a tenyészet noOvekedésének ¢€s specifikus
produktivitasanak novelésének érdekében egy jol alkalmazhatd megkozelités az ipari

sejttenyésztési folyamatok optimalizalasa soran (Vijayasankaran et al., 2009).

Az optimélis feed Osszetétel (mindségi €és mennyiségi Osszetétel) meghatarozo az emldssejtes
tenyészetekben. A nagy mennyiségili glutamin és glilkoz gatlo hatasu lehet a novekedésre és
produktivitasra, a toxikus metabolitok (lakat és ammonia) felhalmozodasa altal (2.3 fejezet).
Ezen metabolitok felhalmozddasdnak minimalizalasa érdekében a gliikkoz ¢és glutamin
mennyiségének minimalizalasa az egyik alappillére szamos fed-batch kontroll stratégianak

(Dowd et al., 2001; Takuma et al., 2007; Maranga & Goochee, 2006; Kim et al., 2013).

A kulcsfontossagi aminosavak kimeriilése nagymértékben akadalyozza a sejtndvekedést,
csokkenti a viabilitast és a produktivitast. Azonban a tdpanyagok koncentralt jelenléte is lehet
gatlo hatasu a sejtek novekedésére az ozmolalitas novelésén keresztiil (Lu et al., 2013; Yu et
al., 2011). Igy tehat egy kiegyensulyozott médium 6sszetétel meghatrozo jelentdségii lehet a
magas titer elérése érdekében. Habar az irodalom szdmos esetrél szamol be, amikor sikertilt
magas titert elérni a médium-Osszetétel optimalizalasaval, a kapcsolat a tdpanyag-kiegészités

¢s a specifikus produktivitas k6zott még nem teljesen ismert (Yu et al., 2011).
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2.4.1.2. Radtadpldlasi-stratégidk

A feed Osszetétel mellett a rataplalasi stratégia is befolyasolhatja a sejtek produktivitasat. A
MAD titer novelésére iranyulé médium-optimalizalason alapuld modszereket két csoportba
sorolhatjuk az alkalmazott feed-adagolasi gyakorisaguk alapjan: folytonos, illetve elére
meghatarozott intervallum szerinti (bolusz) feed-adagolasi stratégiak. Lu és mtsai. két
kiilonbozo termelékenységii CHO klon (,,A” és ,,B”) tenyészetben vizsgaltdk ezen stratégiak
kozotti kiillonbségeket. Azt tapasztaltak, hogy az ,,A” klon esetén az eltérd feed-stratégia nem
okozott jelentds valtozast a novekedésben és a titerben, azonban mindharom tenyészetben
lecsokkent a kulcsfontossagi aminosavak (Cys, Asn, Tyr) koncentracidja a tenyésztés késoi
szakaszaban, ami lelassithatta a termékképzést ebben a szakaszban. A ,,B” klon esetén mar
lathato volt a kiilonbség a feed-stratégiak kozott mind a VCD-ben, mind a titerben, a folytonos
feed-adagolas bizonyult a legkedvezébbnek. A ,,B” klonnal tovabba egy optimalizalt feed-et is
alkalmaztak, amely esetében javulast tapasztaltak a két paraméter (VCD, titer) értékeiben,
azonban a feed-stratégiak Osszevetésénél itt is jobbnak bizonyult a folytonos rataplalasos
modszer (Lu et al., 2013).

Yu és mtsai. két kiillonb6z6 feed-médiummal - egy magas (HI), és egy alacsony (LO) tdpanyag-
tapanyag-adagolas hatasat a tenyészetek produktivitdsara. A f6 hipotézisiikk az volt, hogy a
transzlacid lehet a sziik keresztmetszet a produktivitds szabdlyozasaban a tenyésztés 9-14.
napjai kozott, mikor a tirozin szint kritikus érték ala csokken, ezzel megall (nagymértékben
lecsokken) a fehérje termelés. A hirtelen ozmolalitds novekedés elkeriilése érdekében a
harmadik napt6l kezdve naponta kisebb mennyiségben adagoltdk a tdpoldatokat a két azonos
tenyészethez. Az alacsony oldhatdsdgii aminosavakat (tirozin, cisztein) kiilon oldatokban
adagoltdk a HI feedet kapott tenyészetnél amennyiben ezen aminosavak koncentracidja
lecsokkent. Az igy kapott VCD, viabilitas, titer és qp adatokat a 2. abra szemlélteti (Yu et al.,
2011).
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2. abra: Eltéré koncentraciéji feedek hatasa a VCD-re, titerre, viabilitarsa és a u-re (Yu et al., 2011)

A teljes novekedési profil felbonthaté exponencialis-névekedési (0-3. nap), novekedési (3-8.
nap), és termeldi (I: 8-10. nap; Il: 10-20. nap) fazisokra. A kisérleteknél azt tapasztaltak, hogy
az elsd termeldi fazisban mindkét tenyészet specifikus produktivitdsa hasonléan magas volt,
azonban a II. fazisba lépve a LO feed-médiumot kapott tenyészet specifikus produktivitasa
drasztikusan lecsokkent (ahogyan ezt a titer-adatok is prediktaljak). Ezen megfigyelésre
alapozva feltételezhetd, hogy a magas specifikus produktivitas a II. ndvekedési fazistol (8.

naptol) a megfeleld tapanyag mennyiség adagolasaval tarthat6 fent (Yu et al., 2011).

Yu és mtsai. tehat igazoltak, hogy a fokozott tdpanyag kiegészités hatdsos a sejtndovekedés
eldsegitéseben, €s noveli a tenyészet €lettartamat, amennyiben megfeleld6 modon adagoljuk,
elkeriilve a til magas ozmolalitast. Azon hipotézist is sikeriilt aldtdmasztaniuk, miszerint a
tirozin kimeriilésével ledll a fehérje-termelés, hiszen ezen aminosav kulcsfontossagu a fehérje-
szintézisben. Mindezt Osszegezve elmondhatd, hogy a megfelelé tapanyag Osszetétel
megvalasztasaval és a megfeleld rataplalasi stratégia alkalmazaséaval elérhetd a tenyészetek

produktivitasanak jelentds novekedése (Lu et al., 2013; Yu et al., 2011).
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3. CELKITUZES

Osszefoglalva a 2.4 fejezetben leirtakat, 1athatd, hogy az irodalomban szdmos kisérletet tettek
mar a sejtek produktivitasdnak novelésére. Egyes modszerek a pH és a hémérséklet
szabalyozasan alapulnak, de szdmos mddszer irdnyul a megfeleld feed-Osszetétel kialakitasara,

illetve a megfeleld mértékii feed-rataplalasra.

Tobb kutatocsoport tapasztalt aminosav-limitaciot fed-batch CHO tenyészetekben, melyet a
megfeleld aminosavak potlasaval sikeriilt megsziintetniiik. Ezekben a publikaciokban az
aminosav limitaciok a tapanyagok kimeriilésének voltak kdszonhetéek, a kutatoknak nem volt

céljuk a limitacié direkt eldidézése.

Kisérleteink soran egy CHO sejtvonal két kiilonb6zo klonjat tenyésztettiik bioreaktorokban, és
vizsgaltuk a koztiik 1évo fiziologiai illetve produktivitasbeli kiilonbségeket. A sziikséges szén-
, €s nitrogénforrast tartalmazé feedet kétnaponta boluszban adagoltuk a tenyészetekhez, az
esszencialis aminosavakat tartalmaz6 feedet pedig eltéré modon és mértékben adagoltuk, ezzel

célunk volt a rataplalési stratégidk (bolusz vs. folytonos) hatdsanak 6sszehasonlitésa.

Kutatdomunkank soran az irodalomban leirt eredményekre és korabbi kisérletek tapasztalataira
tamaszkodva Kisérletet tettiink a tenyészetekben tapanyag-limitacio eldidézésére az esszencialis
aminosav rataplalas sebességének valtoztatasa mellett, majd ugyanezen modszerrel a limitacio
feloldasara. Munkankban Gjdonsagnak szamit, hogy direkt idéztiink elé tapanyag limitaciot a
tenyészetekben, tovabba hogy az esszencialis aminosavak adagolasat az O tomegaram
szabalyzo (MFC) jelére tamaszkodva szabalyoztuk, tehat on-line kovettik nyomon a

folyamatot, a fellép6 valtozasokra igy a kisérlet kdzben, valds idében tudtunk reagalni.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. FED-BATCH KiSERLETEK VAZLATA

A kisérleti munka soran mMAD-termel6 CHO klonok (a és b) metabolizmusat ¢és
termelékenységét vizsgaltuk fed-batch fermentacidkban a tenyészetek hdmérsékletének és pH-

janak, valamint az adagolt feed 0sszetételének és mennyiségének valtoztatasa mellett.

A b klont alkalmaztuk a korabbi kisérletek soran, az a klon a b genetikailag modositott

valtozata.

A kisérletek a beoltastol szamitott 13 napig futottak, pH=7,2 ¢s T=37°C kezdeti beallitas utan
az Osszes kisérletnél a 3. napon pH shiftet (7,2 = 6,9), tovabba az 1.1_a kisérletben az 5. napon
hémérséklet shiftet (37°C - 33°C) alkalmaztunk. Két kisérleti kort végeztiink, az elsé kdrben
4 kisérletben (1.1_a; 1.2 a; 1.3_b; 1.4 _a) a sejtek metabolizmusat, és a feed adagolasi
modszerek (bolusz vs. folytonos) hatasait vizsgaltuk. A masodik kérben 3 kisérletet végeztiink
(2.1_a; 2.2_a; 2.3 _b), ahol mar az aminosav limitacio elérése és szabalyozasa, és ezzel a

specifikus produktivitas befolydsolasa volt az elsddleges cél.

A tenyészetekben kétkomponensti feedet (feedA és feedB) alkalmaztunk, melyeket eltérd
napokon és mértékben adtunk a tenyészetekhez, tovabba valamely kisérletnél L-ciszteint illetve
L-glutamint is adagoltunk. Ezeket és az adagolasuk idopontjat illetve modjat a 2. tablazat

foglalja Gssze.

2. tablazat: A tenyészetekhez adott feed-ek és egyéb aminosavak

alz(;ine;slftto Klon FeedA (1%_51):\;) (1%?&) Jeloles
7 . +
11 a a 3.naptol 2 naponta F?)?Jf(frfo(:(gér?a)lp-) - - - -
. ) +
1.2 a a 3.naptol 2 naponta szxsio(:(g?; o) - - - -
13b b 3.naptol 2 naponta  Bolusz (~feedA) - - - -
14 a a 3.naptol 2 naponta  Bolusz (~feedA) - - - -
21 a a 4.naptol 2 naponta Folytonos (7.nap-) 3.,5.nap (feedA-ban) _ - -
2.2 _a a 3.naptol 2 naponta Folytonos (7.nap-) 3.,5.nap (feedA-ban) _ - -
23 b b 3.naptol 2 naponta Folytonos (7.nap-) 3.,5.nap (feedA-ban) _ > -
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A kétkomponenst feed 1ényege az volt, hogy az ,,A” komponens tartalmazta a sziikséges szén-
, €s nitrogén-forrasokat, a ,,B” komponensben pedig harom esszencialis aminosav (Cys, Trp,
Tyr) volt feloldva, igy ezen aminosavak koncentracidja a tenyészetben szabalyozhatdva valt
(4.3 fejezet).

A reaktorokban elhelyezett szondak (pH, hdmérséklet, pO2, kapacitancia) lehetévé tették az on-
line adatgytijtést, tovabba a reaktorokbol kezdetben naponta, majd a kisérletek 7. napjatol
kezdve naponta kétszer vettiink mintat, melyekbdl at-line és off-line méréseket végeztiink (4.4

fejezet). A kisérletek beallitasait a 3. tablazat foglalja ossze.

3. tablazat: Kisérletek osszefoglalé tablazata

Paraméter 1. kisérleti kor 2. kisérleti kor
FeedB bolusz / folytonos folytonos

Bolusz feedA 3. nap- 3. nap-/4. nap-
FeedA higitas - 1:2

Bolusz feedB a 3. napon igen Cys bolusz a 3. napon
FeedB higitas 1:10 1:25

GlIn a feedA-ban nem 10 mM/nem

Kezdo térfogat 700 ml 750 ml

4.2. INOKULUM ELOKESZITES

A kisérletek soran hasznalt sejteket RCB ampullakban taroltuk -80°C-on. A sejteket a kisérletek
elott ket héttel Erlenmelyer-lombikokban, ActiCHO tapoldatban vettiik fel (GE Healthcare),
melyet kiegészitettiink 5 mg/l inzulinnal (GE Healthcare) és 8 mM L-glutaminnal (Life
Technologies). A tenyészeteket ezutdn 3-4 naponta passzaltuk egyre nagyobb léptékben (3.
4bra) 0,3x10° sejt/ml kezdeti sejtkoncentracioval. A lombikokat 37°C-on razattuk, 5% CO:

tartalmu levegdben, 100-110 rpm-es orbitalis keverési sebességgel.
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0. nap 1. nap 4. nap 8. nap 11.nap 15.nap

Reaktor
oltas

v

20 mL 30 mL 80 mL 300 mL 600 mL 750 mL

3. abra: Inokulum elokészités

4.3. KISERLETEK 1L-ES REAKTOROKBAN

A fermentaciokat 1 1 hasznos térfogatu bioreaktorban végeztiik (Sartorius AG), melyekben on-
line pH, hémérséklet, pO2 és ABER szondakat helyeztiink el. A tenyésztési paramétereket egy
Biostat BPlus Twin DCU szabalyozta (Sartorius AG).

A reaktorokat P4-es inokulummal oltottuk be 0,5x10° sejt/ml kezdeti sejtkoncentraciéval, az
alkalmazott tapoldat itt is L-glutaminnal és inzulinnal kiegészitett ActiCHO volt. A
reaktorokban a pH-t automata szabalyzo rendszer tartotta a megadott értéken (+0,02
tartomanyban), 0,5 M-0s NaxCOs és 10%-0s H3PO4 oldatok adagolasaval. Az oldott oxigén
szintet szintén a szabalyzo rendszer tartotta a telitett értek 40%-an, a levegd:oxigén arany
valtoztatdsaval, alland6 gazdram mellett. A fermentlevet a kisérletek alatt 125 rpm
fordulatszammal kevertettiik. Sziikség esetén a habzas elkeriilése végett habzasgatlot

adagoltunk a tenyészetekhez (FoamAway, Life Technologies).

Az elsd kisérleti korben a feedA-t a 3. naptol kétnaponta adtuk a tenyészetekhez a fermentlé-
térfogat 4%-anak megfeleld mennyiségben. A masodik kisérleti korben a feedA-t kétszeresére
higitottuk, hogy a mintavételek soran a reaktorokbdl elvett folyadékmennyiséget a rataplalassal
potoljuk. Ennek megfelelden a masodik kisérleti korben a fermentlé-térfogat 8%-anak

megfeleld mennyiségii feedA-t adtunk a tenyészetekhez.

A bioreaktorokba adagolt feedB mennyiségét gravimetriasan hataroztuk meg, mérlegek
segitségével (MS8001SE, Mettler Toledo). Az elsé kisérleti korben 1:10 higitasban

alkalmaztuk, azonban ez tul toménynek bizonyult (5.4 fejezet), igy a masodik kisérleti kornél
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1:25 aranyban higitottuk. Az elsé kisérleti korben minden tenyészethez a 3. napon bolusz
feedB-t adtunk, majd az 1.3_b és 1.4_a kisérleteknél tovabbra is 2 naponta boluszban, mig az
1.1 a és 1.2_a kisérleteknél a 9. naptol folytonos rataplalassal adagoltuk a feedB-t a
tenyészetekhez. A masodik kisérleti kornél minden kisérletben a 7. naptol kezdve folytonos
rataplalast alkalmaztunk. A folytonos rataplalas sebességét perisztaltikus pumpak (101U/R,
Watson-Marlow) segitségével szabalyoztuk, a pumpak fordulatszamat manualisan valtoztattuk

a kisérletek soran (5.4 fejezet). A bioreaktorok kisérleti elrendezését a 4. abra mutatja.
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4. abra: Bioreaktorok Kisérleti elrendezése
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4.4. MERT PARAMETEREK

4.4.1. On-line mért paraméterek

A fermentlé térfogatat gravimetrias modszerrel hataroztuk meg, a reaktorokat a kisérletek ideje
alatt mérlegekre helyeztiik (BB30, Mettler Toledo). A gravimetrias mérések eredményeit a
kisérletek végén volumetrikus méréssel ellendriztiik, a mérések hibaja minden esetben 5%-0n
beliilre esett. A kisérletek soran adagolt oldatok (1M-os gliikoz, 0,5M-0s Na>COs, 10%-0s
H3POs oldatok) mennyiségét szintén gravimetridasan mértilk, mérlegek segitségével
(MS8001SE, Mettler Toledo). A mérlegek valamint a reaktorokban elhelyezett szondék jeleit a
Biostat BPlus DCU-k tovabbitottak a SCADA adatgyiijt6 és tarolo rendszernek. A kisérletek
soran tovabba on-line kovettiik nyomon az O2 MFC jelét. Jelenleg nincs megfelel6 szamitasi
modszeriink az oxigén-felvétel pontos meghatdrozasara, igy az O2 MFC jelet hasznaltuk a

tenyészet oxigén-felvételi sebességének indikatoraként.

4.4.2. At-line és off-line mért paraméterek

Az at-line és off-line mérésekhez a fermentlébdl a kisérletek elsé 7 napjan naponta egyszer,
majd naponta kétszer vettiink mintat (a mintavételek szama a kisérletek kozben kapott
eredményektol is fliggott). A mintavételkor levett minta egy részébol in situ pH mérést
végeztiink (s47 SevenMulti pH-mérd, Mettler Toledo), melynek eredménye alapjan sziikség
esetén rekalibraciot végeztiink az adott DCU-n. Ezutan a minta oldott CO2 szintjét mértiikk meg
(ABLB8O0 vérgaz analizator, Radiometer). Az €16 sejt denzitast (VCD), és a viabilitast tripankék
festékkel kirekesztéses vizsgalattal hataroztuk meg automata sejtszamlaldo berendezés
segitségével (Countess, Life Technologies). A mintdbdl tovabba gliikkdz-koncentraciot is
mértiink (Accu-Chek, Roche). Amennyiben a fermentlé gliik6z tartalma 10 mM ala csokkent,
1M-os gliikdz oldat adagoldsaval 25mM-ra éallitottuk be. A maradék mintat 3000 rpm-en
lecentrifugaltuk (Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen), a feliiluszok egy részébdl ozmolalitast
mértiink (Advanced Model 2020, Advanced Instruments), a maradékot pedig -20°C-on taroltuk

tovabbi mérésekig.

A kisérletek végeztével a lefagyasztott mintakbol gliikdz, glutamin, glutamat, laktat és
ammonia koncentraciot mértiink Cedex BioHT késziilék segitségével (Roche), az aminosav
koncentraciok pedig NMR spektroszkopiaval (Bruker 500 MHz Avance I1I, Bruker Biospin)

lettek meghatarozva. A termékkoncentraciot affinitas kromatografias modszerrel hataroztuk
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meg Shimadzu LC-2010C HPLC késziilékkel (Shimadzu), Applied Biosystems Poros A/20
Protein A toltetli oszlopon (Applied Biosystems).

4.5. SPECIFIKUS ERTEKEK MEGHATAROZASA

A kisérletek soran kapott adatokbol MS Excel segitségével specifikus valtozokat szamoltunk

az alabbi képletek felhasznélasaval.
X=VCD- errmentlé 1)

ahol: X a sejttomeg [db sejt]
VCD az é16 sejt denzitas [sejt/dm®]
V a térfogat [dm®]

dx
w=-r @)
ahol  u a fajlagos novekedési sebesség [h]
X a sejttomeg [db sejt]
t az id6 [h]
1 dp 1 ds
=y w5 w ©

ahol g a specifikus szubsztrat fogyasztasi/ metabolit termelési/termék termelési sebesség
[mol/(sejt-nap)], [po/(sejt-nap)]
S a szubsztrat, P a termék/metabolit mennyisége [mol]
taz idé [h]
X a sejttomeg [db sejt]

volumetrikus produktivitas = % . Z—i @
ahol P atermék mennyisége [pg]

t az id6 [nap]
V a térfogat [dm®]

Cs = CS,t—l + (Vt "Gt — (Vt—l ' Ct—l + ered ' CCS,feed)) (5)

ahol  Cs az akkumulalt/felvett metabolit/szubsztrat mennyisége [mol]
V a térfogat [dm®]

¢ a koncentracié [mol/dm?]
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C .
Yﬁ = :S; (6)

CS']'
ahol Y az Sj szubsztrat Sj szubsztratra vonatkoztatott hozama [C-mol/C-mol]

Cs az akkumulalt/felvett metabolit/szubsztrat mennyisége [mol]

Két mintavétel kozott 12 vagy 24 ora telt el. A fenti valtozokat 24 6ras iddintervallumokra

szamoltuk ki, igy kikiiszobolhetjiik az elsddleges mérési hibakbol adddo hibaterjedés hatasat.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

5.1. KISERLETEK FELEPITESE

Az elvégzett kisérletek azonositojat és a feed-adagolas iddpontjait illetve modjait a 2. tablazat
tartalmazza. A feedA-t minden esetben elére meghatarozott térfogatban és idépontban adtuk a
tenyészetekhez, a feedB-t pedig az 1.3 b és 1.4 a kisérleteknél boluszban, az 1.1 a és 1.2 a
kisérleteknél a 9. naptol kezdve folytonosan, a 2.1 _a, 2.2_a és 2.3_b kisérleteknél pedig a 7.
naptol kezdve folytonosan, eltéré sebességgel adagoltuk. Homérséklet shiftet csak egy
kisérletnél alkalmaztunk, ahol a shift hatasara a sejtek specifikus produktivitasanak csokkenését
tapasztaltuk. Mivel a kisérleti munka célja a gp kontrollalasa megfelel6 feed-stratégia
alkalmazasa mellett, igy a tovabbi kisérleteknél nem végeztiink hémérséklet-shiftet. Az
irodalom alapjan 37°C-on a pH-nak nincs altalanosan leirhato hatasa a gp-re, adott tenyészetre
kell optimalizalni (2.4 fejezet). Az altalunk végzett kisérletek mindegyikénél pH=7,2 kezdeti
beallitas utan a 3. napon pH shiftet végeztiink, pH=6,9-re toltuk el a tenyészetek pH-jat. A 3.

napi pH shift a korabbi kisérletekben is alkalmazott, standard technoldgiai 1épés.

5.2. SEJTEK FIZIOLOGIAI JELLEMZOINEK OSSZEHASONLITASA

crer

kiillonboz6 feed-stratégiak (bolusz vs. folytonos) osszehasonlitasa. Ezen Gsszehasonlitasok
elvégzésére az elso kisérleti kor adataibol nyert VCD, a laktat koncentracio (cLac), a specifikus
laktat termelési/fogyasztasi sebesség (gLac), a laktat-glikoz hozam (Yiraccic), valamint a
specifikus glutamin termelési/fogyasztasi sebesség és ammonia koncentracio (qGIn, cNHz3)

gorbéket vettiik alapul.

Az elsé kisérleti kor VCD gorbéit az 5. abra foglalja 6ssze. A b klonnal beoltott reaktorban

magasabbak voltak a sejtszamok, ami a klonok kdzti kiillonbségbdl fakadhat.
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1,4E+07

1,2E+07

1,0E+07

VCD [sejt/ml]

4,0E+06

2,0E+06

0,0E+00

8,0E+06

6,0E+06

--®--11 a
(folytonos feedB)
T shift

--®--12 a

(folytonos feedB)

--0--130b
(bolusz feedB)

--9--14 a
(bolusz feedB)

2 4 6 8 10 12
Futasi id6 [nap]

14

5. abra: VCD értékek a futasi id6 fiiggvényében — elsé kisérleti kor
(a hibajelek a parhuzamos mérések eredményeibél szamolt tapasztalati szovds értékeket mutatjik)

Az elsé kisérleti korhoz tartozo laktat koncentracio gorbéket a 6. abra mutatja be. A gorbék

lefutdsa id6ben valtozo, ami azt mutatja, hogy a sejtek laktat-termelésbdl atvaltottak laktat-

fogyasztasba, majd egyes kisérleteknél wjbdl visszavaltottak termelésbe. A laktat-profilok

eltéréek voltak ugyanazon klonnal végzett kisérletek kozott is, tehat a laktat metabolizmus

karakterisztikaja nemcsak klon-, hanem kornyezetfiiggé is.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Laktat koncentracié [mmol/L]

< --#--1.1 a
o »oo-‘o‘v (folytonos feedB)
LoV T shift
.\
II,III .\.- --®--12 a
A S/ A (folytonos feedB)
& \‘u ,;i l\. -
s 4
’ e ~ /’ —-.
i;, = .\‘~l—-’¥~\ A *-n --0--13 b
1% NPl ,——e ~ L (bolusz feedB)
# g 0, "
°~.° ‘.:_9
o)"fg °_°'°"°‘°
o7 --0--14 a
& (bolusz feedB)
‘0
2 4 6 8 10 12 14

Futasi id6 [nap]

6. abra: Laktat koncentraciok a futasi idé fiiggvényében - elsé kisérleti kor

Az a klon esetén annal a Kkisérletnél, melynél hémérséklet-shiftet végeztiink (1.1_a)

alacsonyabban fut a cLac gorbe, mint a masik két, a klonnal végzett kisérletben (1.2_a; 1.4_a).

Az 1.1 aésaz 1.2_a tenyészetnél egyarant folytonos feedB rataplalast alkalmaztunk, ami azt
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mutatja, hogy a folytonos feedB adagolas esetén a homérséklet shift hatdsara megvaltozik a
laktat metabolizmus karakterisztikaja. A laktat metabolizmus mélyebb megértése érdekében a

szamitott qLac és YeiuLac értékeket is abrazoltuk a futasi id6 fliggvényében.

11
| |
g --®--11 a
\ (folytonos feedB)
O M4 T shift
\\“
— ‘\
g 7 \“ --®--12 a
§ u\ (folytonos feedB)
&
o 5 s\\(——o
£ R --0--13 b
. \ \ (bolusz feedB)
I 3 Wt \
- \
= ‘\:\:\‘
1 ‘\\u«\ . --®O--14 a
X, ﬁ\ (bolusz feedB)
20 2

Futasi id6 [nap]

7. abra: gLac adatok a futasi id6 fiiggvényében - elsé kisérleti kor
A gLac gorbéken a specifikus laktat termelési/fogyasztasi sebesség lathatdo a futdsi 1dd
fliggvényében. A 7. abran jol kovethetd, hogy a sejtek mikor termelnek (gLac>0), illetve

fogyasztanak (gLac<0) laktatot. Az YeicLac gorbéken a sejtek gliikkozra vonatkoztatott laktat

hozama lathat6 a futasi id6 fliggvényében (8. abra).

1,2
1.0 --®--11a
(folytonos feedB)
= 08 T shift
6 \II \\
5 0,6 AN w124
S 04 ‘*;‘\:\ (folytonos feedB)
g \\\ g\\ -=J .
O 0,2 SRR PR AR\N
l_‘E \Q\\\o\ ,%’I——'\\ \\\ ‘o.--'O"‘g “0" 1.3_b
o AR Y A \NOT X, (bolusz feedB)
5 0,0 oo N T
>:‘ N / _,’°‘~~°,——&=':g\--..’ ,.
-0,2 . I/-—o \ ,’
A N/ --0--14 a
-0.4 L | (bolusz feedB)
-0,6
0 2 4 6 8 10 12 14

Futasi id6 [nap]

8. abra: YLaccic adatok a futasi id6 fiiggvényében — elsé kisérleti kor
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AZ Yiaciclc gorbék az elsé 5 napon hasonldéan futnak, ezt kovetden a klonok kozott €s azonos
klonnal végzett kisérletek kozott is megfigyelhetdek kiilonbségek. A Yiaccic gorbék alapjan az
aklonok (1.1_a, 1.2_a, 1.4 a) a 6. napon a kisérleti beallitasoktol fliggetleniil laktat termelésbe
valtanak at, mig a b klon (1.3_b) ezzel ellentétben csak a tenyésztés legvégén (a 11. napon) valt
at ujbol termelésbe. Az 1.4 a kisérletben a 6. naptol a sejtek végig laktatot termelnek, mig a

masik két a klonos kisérletben (1.1_a és 1.2_a) a 9. napot kdvetden laktat fogyasztasba valtanak

at.
-7
—=—11 a
(folytonos feedB)
§ -6 T shift
S < -—=12a
o o
g 5 E (folytonos feedB)
o
e =
= ‘o —0—13 b
£ L4 = (bolusz feedB)
O] [3)
(on
—0—14 a
-3 (bolusz feedB)
-2
14

Futasi id6 [nap]

9. dbra: qGIn és cNHs" a futasi idé fiiggvényében (...): GIn; (—): ctNHs" - elsé kisérleti kor
ido fiiggvényében a 9. abra szemlélteti. A hémérséklet shift nem befolyasolja a qGIn-t, és az
ammonia-profilra sincs jelentds hatasa. A sejtek a felvett glutamint ammoénidva alakitjak at,
mely gatlo hatast a sejtnovekedésre (2.3 fejezet). A b klon gorbéje alacsonyabb qGln értékrol
indul az elsd két napon. Erdemes megjegyezni, hogy a novekedés az elsé napokban hasonl6
volt minden kisérletben az elsd kisérleti korben. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy nincs
korrelacié a qGIn és a novekedés kozott a tenyészet korai szakaszaban, az irodalomban

leirtakkal ellentétben (2.4.1. fejezet).

Osszefoglalva a sejtek metabolizmuséanak vizsgalatakor kapott eredményeket, azt latjuk, hogy
vannak kiilonbségek a két klon (a és b) kozott, azonos tenyésztési korilmények kozott is. Az a
klon esetében az eredmények azt mutatjak, hogy eltérd tenyésztési koriilmények kozott az

azonos klonnal végzett kisérletek kozott is adodnak kiilonbségek a sejtfiziologiaban.
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Irodalmi adatok szerint a laktat metabolizmus egy fontos jellemzéje a CHO sejteknek, ezért
vizsgalata elengedhetetlen a klonok fiziologiai karakterizdldsa soran. Tobb publikacidoban
leirtak, hogy azok a sejtek, melyek képesek laktat termelésbol atvaltani laktat fogyasztasba,
magasabb titert képesek produkalni, mint amelyek a fogyasztasbol ismét termelésbe valtanak
at (2.3 fejezet). Mivel az a klonban végzett genetikai modositasok informacidink szerint csak a
fehérje-expressziora iranyultak, nem vartunk kiilonbségeket a laktat metabolizmusban. Ennek
ellenére a kisérletiinkben a b klon hosszabb ideig volt képes megtartani a laktat felvétellel
jellemezheté metabolikus allapotat. Ezen megtigyelésekre alapozva azt feltételezhetjiik, hogy

a b klonnal magasabb titert érhetiink el, mint az a klon esetében.

A fed-batch tenyészetekben alkalmazott kisérleti beallitasok (hdmérséklet, pH, feed) hatasat a
sejtek termelékenységére a legtobb esetben nem lehet altalanositani, hanem adott sejtvonalra
kell optimalizalni (2.3 fejezet). A 10. abra mutatja az els6 kisérleti kor titer értékit. A laktat
metabolizmus karakterisztikaja alapjan a varttal ellentétben a legmagasabb titert az 1.2_a
kisérletben értiink el, ahol az a klont folytonos rataplalas mellett tenyésztettiik. Az irodalomban
a laktat metabolizmus karakterisztikdja és a termék titer kozott leirt Osszefiiggés tehat nem
alkalmazhat6 az altalunk vizsgalt klonoknal, azonban itt fontos megjegyezni, hogy az a klon

egy, a fehérje-expressziot segitd gént is tartalmaz, feltételezhetéen ez okozhatja a magasabb

titer értékeket.
1,0
0,9 . --®--11 a
.- (folytonos feedB)
0.8 o T shift
= 07 e -
E ,l'«,’ n- --®m--12 a
E 0,6 ..,:,’88,.". (folytonos feedB)
g 05 ,,:196,"
T 04 g:".' --0--13 b
. (bolusz feedB)
0,3 ,:/:.
0,2 ',;,g'
_ﬁg’ --&--14 a
0,1 - . (bolusz feedB)
0.0 L
0 2 4 6 8 10 12 14

Futasi id6 [nap]

10. abra: Titer értékek - elsé kisérleti kor
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5.3. FEED-STRATEGIAK OSSZEHASONLITASA

A feedB adagolasi modszerek hatdsat az elsé kisérleti kor specifikus produktivitds gorbéin

mutatjuk be (11. abra). Az 1.3 b és 1.4 _akisérletek gorbéi alapjan a feedB bolusz rataplalasaval

a kisérlet végén mindkét klon esetében gp csokkenést tapasztaltunk. Ennek oka lehet az is, hogy

a bolusz feedB-vel adagolt tenyészetekben a rataplalasok idépontjaban az ozmolalitas

ugrasszerien nétt, ami stresszt valthatott ki a sejtekben, aminek kovetkeztében azoknak

lecsokkent a produktivitasa. A folytonos feedB-vel taplalt tenyészetek esetén a 9. naptol (a

pumpak inditasanak idépontjatol) sikeriilt stabilizalni a qp-t.

18
16 KA --#--11 a
/ o‘\ (folytonos feedB)
14 2 T shift
917 \“‘\
/:- \ A
= 12 9 A Fa\X 3 --®--12 a
© A A AR S \ (folytonos feedB)
E ’ -~ g 4 ) ,,r - l__--'
= 10 / 3‘»5’ X/
% l;’l \-- ,/ .
> vlooN /
8 e \ /
2 / N/ --9--13 b
o m.__ | (bolusz feedB)
(o 6 7
y g
--9--14_a
2 (bolusz feedB)
0
0 2 4 6 8 14

Futasi id6 [nap]

11. abra: Specifikus produktivitas a futasi ido fiiggvényében - els6 kisérleti kor

Az ozmolalitds gorbéket megfigyelve (12. abra) jol lathat6 a qp és az ozmolalitds kozotti

Osszefiiggés, a 9. napt6l a bolusz feedB-vel adagolt tenyészetek ozmolalitasa joval a folytonos

rataplalasos tenyészetek szintje folé emelkedik, mig a qp (11. abra) ugyanekkor drasztikusan

lecsokken.
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500
O=0 =112

A (folytonos feedB)
450 o T shift
S K
= e - % - --m--12 a
g 400 0.0 /;&:J'»" §i\' (folytonos feedB)
% ’9\\\ /"m’:: ,/’
5 AN T
:‘g 350 ’l" \3:\6 ’;28:::¥ --&--13 Db
= By
*_é 0 ¥ (bolusz feedB)
5 300 Q- --8
--9o--14_a
(bolusz feedB)
250
0 2 4 6 8 10 12 14

Futasi id6 [nap]

12. dbra: Ozmolalitis a futdsi idé fiiggvényében - elsé kisérleti kor
A cLac és gLac gorbék alapjan a kiilonbozo feed adagolasi modszerek hatassal vannak a sejtek
metabolizmusara. A folytonos rataplalasnal a gp nem csokkent le olyan mértékben, mint a
bolusz feedB esetében, tovabba a folytonos rataplalasos kisérletekben a tenyészetek végén
megfigyelt magasabb gp Osszhangban van az ugyanebben az idészakban megfigyelt
metabolikus karakterisztikdkkal (laktat felvétel/leadas). Ezen megfigyelésekre alapozva a
masodik kisérleti korben mar csak folytonos rataplalast alkalmaztunk, ahol az adagolas
mértékének valtoztatdsa mellett (pumpak fordulatszdmanak valtoztatasa) a specifikus

produktivitast kivantuk befolyasolni.
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5.4. SEJTEK SPECIFIKUS PRODUKTIVITASANAK OSSZEHASONLITASA

A sejtek produktivitdsdnak vizsgalatdhoz a specifikus, illetve volumetrikus produktivitast
abrazoltuk a futasi id6 fiiggvényében. Azt vizsgaltuk, hogy az eltérd rataplalasi stratégiak

milyen hatdssal vannak a produktivitasra.

A kétkomponensii feed segitségével a fehérjeszintézisben kulcs szerepet jatszo, esszencidlis
aminosavak adagolasa kézben tarthato volt a kisérletek soran. Valamennyi kisérletben a feedA-
t elére meghatarozott iddpontokban és térfogatban adtuk a tenyészetekhez, igy ez a tényezd
allando volt, a feedB adagolasi modja és mértéke ezzel ellentétben folyamatosan valtozott.
Egyediil a 2.1_a kisérletnél volt egy nappal késleltetve a feedA adagolésa, itt a 3. helyett a 4.

napon kezdtiink feedelni.

Folytonos feedB rataplalast 5 kisérletben alkalmaztunk (1.1 _a, 1.2_a, 2.1 _a, 2.2_a, 2.3_b). A

rataplalasi sebességek az egyes kisérleteknél a 13. abran lathatoak.

2,0 -
1,8 -
—11 a
1,6 -
£ 14 - —12a
5 |
812 -
©
81,0 ‘ —2.1 a
®
m 0,8 -
®
L 0,6 - —22a
0.4 1 /_\ I_/ ‘
—230D
0,2 - / / -
0,0 [ . . . . . . .
6 7 8 9 10 11 12 13 14

Futasi id6 [nap]

13. abra: Folytonos feedB rataplalasi sebességek
(az 1.1_a és 1.2_a kisérleteknél a feedB higitiasa 1:10; a 2.1_a, 2.2_a és 2.3_b kisérleteknél a higitds 1:25)

A pumpék fordulatszaménak véltoztatdsa (tehat az esszencidlis aminosavak adagoldsédnak
sebessége) az irodalom alapjan befolyasolja a sejtek produktivitasat, hiszen ezen aminosavak
sziikségesek a fehérje szintézishez. Emellett a kisérleti eredményeink alapjan azt feltételezziik,

hogy hatassal van a VCD-re is. Az alabbi abran a masodik kisérleti kor VCD gorbéi lathatok
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(14. abra). Az elsé (5. abra) illetve masodik kisérleti kort 6sszehasonlitva az lathatd, hogy
utobbinal Osszességében alacsonyabbak a VCD értékek. A kezdeti sejtszamok és u értékek

nagyon hasonléak voltak mindegyik kisérletnél a 3. napig.

1,0E+07
9,0E+06

Q\
8,0E+06 §I §‘\ /'&\Q -
- L4 3 . ®--21 a
7,0E+06 § .I—E\ ,,j} §$
e R -3 ~3- - tS
6,0E+06 v ‘*i-—i \\3.'5
5,0E+06 2 ,‘1

i --®--22 a
4,0E+06 ﬂ B

VCD [sejt/ml]

3,0E+06 ‘,

2,0E+06 P
£ --0--23 b

1,0E+06 | »°""
0,0E+00

o
N
N

6 8 10 12 14
Futasi id6 [nap]

14. abra: VCD értékek a futasi idé fiiggvényében — masodik kisérleti kor
(a hibajelek a parhuzamos mérések eredményeibdl szamolt tapasztalati szovds értékeket mutatjiak)

A kezdeti beallitasok - a kezdeti térfogatot leszamitva - azonosak voltak valamennyi kisérlet
esetén, azonban a masodik kisérleti korben a 3. naptdl valtoztattunk néhany paraméteren: a
feedA-t 1:2, afeedB-t 1:10 helyett 1:25 aranyban higitottuk. Tovabba fontos megjegyezni, hogy
az elso kisérleti kornél mind a 4 tenyészet kapott egy bolusz feedB-t a 3. napon, majd az 1.1 _a
¢s 1.2_a kisérleteknél folytonosan adagoltuk a feedB-t a 9. naptol kezdve. Az elsé kisérleti
korben alkalmazott 1:10-es higitassal sikeriilt ugyan stabilizalni a qp-t, azonban olyan limitaciot
nem tudtunk kivaltani a feedB rataplalas elinditasa el6tt, ami teljesen leallitotta volna a fehérje-
termelést - mivel a pumpak fordulatszamat tovabb csokkenteni mar nem tudtuk. A masodik
kisérleti kornél ezért dontottlink a feedB tovabbi higitdsa mellett. A feedA higitasa
feltételezhetden nem okozhatott eltérést a sejtszamokban, a 3. napi bolusz feedB elhagyasa a
masodik korben azonban mar igen. Feltételezhetden a feedB-ben jelen van egy novekedést
serkentd komponens, amit azonban az NMR modszertlinkkel nem sikeriilt kimutatni. A masodik
korben ezen komponens hianya vezethetett a lassabb sejtndvekedéshez. Osszefoglalva tehat a
3. naptdl tapasztalt VCD csokkenést feltételezhetden a rataplalasi bedllitdsokban eszkozolt

valtoztatasok okozhattak.
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Erdemes megjegyezni, hogy a b klon a masodik kisérleti korben is magasabb sejtszamokat ért
el, mint az a. Habar a tenyésztési koriilmények nem egyeztek meg, ezt a jelenséget mindkét

kisérleti korben tapasztaltuk.

A kovetkezOkben a specifikus produktivitas befolyasolasaval kapcsolatban elért eredményeink

bemutatasa kovetkezik. A specifikus produktivitas értékeket a 11. abra és a 15. abra foglalja

0SSZ¢€.
12
n J---.
1\ e |
\ ’ ~—~ao
10 AN s R --m--21 a
I’ \‘ f’.” -
] \ -
] \ -
g s RN
[ h / \ s
g ol BN S
s n R N
CD \ ;1 || \ ]
0 6 \\ 1 ] / NN
2 ' iy S --®--22 a
2 \ g, \ O < -
\ ’ \ N 20N
o R ] ' NS ’ \
o Sl O . \
4 AN A ~—e \
h'd M
o
2 --0--23b
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Futasi id6 [nap]

15. dbra: Specifikus produktivitas a futasi id fiiggvényében — masodik kisérleti kor
A masodik kisérleti korben minden tenyészetnél folytonos feedB rataplalast alkalmaztunk.
Ezeknél a kisérleteknél nincs ugrasszerli névekedés az ozmolalitasban (16. abra), a qp az a
klonok esetén novekedésnek indult. Ez vélhetéen a feedB-t adagold pumpa-fordulatszam
novelésének is koszonhetd — az elsé kisérleti korben azt tapasztaltuk, hogy koriilbeliil a 8. napon
1épett fel tirozin limitacid, ezért inditottuk a 7. napon a feedB pumpdkat a masodik korben.
(Fontos megjegyezni, hogy mivel a masodik kisérleti korben elhagytuk a 3. napi bolusz feedB-
t, ezért itt eleve alacsonyabb tirozin koncentraci6 volt a reaktorokban a feedB rataplalas
inditasakor.) Mivel a gp gorbe novekedésnek indult, feltételezhetden sikeriilt ezt a tirozin

limitaciot feloldanunk.
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16. dbra: Ozmolalitas a futési idé fiiggvényében — masodik kisérleti kor
A specifikus produktivitas értékek szdmoldsa sordn a sejtszam meghatarozas hibajat tovabb
vissziik a gp értékekbe (4.5 fejezet, (3) egyenlet). Mivel a sejtszam meghatarozas modszerének
nagy a bizonytalansaga, a gp értékekben megjelend zaj eltakarhatja a valodi hatasokat. Ezért

abrazoltuk a volumetrikus produktivitas értékeket is az id6 fliggvényében, hogy a tenyészet

produktivitasaban bekdvetkezd véaltozasokrol pontosabb informacidt nyerjiink.
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17. abra: Volumetrikus produktivitas és feedB rataplalasi sebesség a futasi idé fiiggvényében — masodik kisérleti kor
(---): vol. prod.; (—): feedB rataplalas sebessége
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A 17. abran jol latszik, hogy az a klon esetében (2.1 a és 2.2_a kisérletek) az 5. naptol
csOkkenni kezd a gp értéke, majd a pumpak sebességének novelésével a ~9. napon

novekedésnek indul.

Habar a laktat metabolizmus karakterisztikaja alapjan a b klon képes nagyobb titer elérésére, a
gp-t ennél a klonnal nem tudtuk a befolyasolni, mig az a klonok esetén a tirozin-limitaciod
segitségével sikeriilt lecsokkenteni a gp-t, majd a tirozin-rataplalas sebességének novelésével

kivaltottuk a specifikus produktivitas novekedését.

A feedB-t adagolé pumpa sebességét meghatarozott idékézonként valtoztattuk a tenyésztések
soran. A pumpasebességek megvalasztasanal az volt a szempont, hogy minél alacsonyabb
sebességrdl induljon, €és a fokozatosan emelkedjen, mikozben online nyomon kovettiik az O>
MFC jelet. Az O, MFC gorbék utalnak a sejtek O felvételére, ezért fontos a folyamatos
monitorozasuk. Az O, MFC gorbéket a 18. abra és a 19. abra foglalja dssze.
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18. abra: O2 MFC jel gorbéje és a feedB rataplalas sebessége a futasi id6 fiiggvényében - elsé kisérleti kor
(—): O2 MFC jel, (...): FeedB rataplalas sebessége
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19. abra: O2 MFC jel gorbéje és a feedB rataplalas sebessége a futasi ido fiiggvényében - masodik kisérleti kor
(—): O2 MFC jel, (...): FeedB rataplalas sebessége

A kisérleti munka soran mAb termeld6 CHO tenyészetek specifikus produktivitdsanak
befolyasolasa volt a f6 célunk, amit tapanyag-limitacioval (els6sorban tirozin-limitacioval)
probaltunk eléri. Az O2 MFC jelek korabbi kisérletek tapasztalatai alapjan jo indikatorai a
sejtlégzésnek, amit befolyasol az esszencialis aminosavak jelenléte. Ahol az O MFC gorbék
csokkenni kezdtek, ott a pumpak fordulatszamanak dinamikus novelésével az a klon esetén
sikertilt megallitani ezt a csokkenést (2.1_a és 2.2_a kisérletek). A 19. abran jol lathato, hogy
az O2 MFC gorbék a feedB rataplalas mennyiségét mutatd gorbékkel hasonloan futnak — ahol
megnoveltiik a pumpak fordulatszamat, ott megéllt az O2 MFC gorbék csokkenése, ha pedig
még tovabb noveltiik a fordulatszamot, az O2 MFC gorbék novekedésnek indultak. A b klon
esetén (2.3_D kisérlet) hidba noveltiik fokozatosan a feedB rataplalast, az O> MFC jel alapjan

ennél a klonnal nem tudtuk befolyasolni a sejtek produktivitasat.

Az O, MFC gorbéket a kisérletek alatt a sejtlégzés indikatoraként hasznaltuk fel és on-line
kovettik nyomon. Ahhoz azonban, hogy megbizonyosodjunk rdla, hogy a gorbék
csOkkenésekor a tenyészetekben valdban fellépett aminosav (tirozin) limitdcio, NMR
mérések szama korlatozott volt, igy nem all rendelkezésiinkre minden mintahoz tirozin

koncentraci6 érték.)

34



4,0

3,5 feedB o
pumpa i -8--1la
- start |
(]
_ I
z A/
: ’\
9 25 bolusz g ':' -8--12.a
e feedB Y
c ]
o 20 \
e r.';l o
g [= §
X n-'q ’ ~
c _ o4 0O
N 15 ”p Q\U’d -0--13b
= O~ o &
= td -
1,0 _-hg;fﬂ--_nr ID.__ ".‘4-
B--cg . -0 ’ K
SO U
"u"EHSsﬂf_’_cl-” ﬁk“ﬁ~~l
05 o e -0--14 a
S N

4

00 8,-88

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Futasi id6 [nap]

20. 4ibra: Tirozin koncentréciok - elsé kisérleti kir
A 20.4bran lathato, hogy az elsd kisérleti korben a 3. napon adagolt bolusz feedB hatasara mind
a négy kisérletben megné a tirozin koncentracid, majd az 1.3_b és 1.4_a kisérletekben a
kétnaponta adott bolusz feedB hatasdra tovabb emelkedik. A folytonos rataplalasos
kisérletekben (1.1_a és 1.2_a) a feedB-t adagolo pumpakat a 9. napon inditottuk el, melynek

hatdsa szintén jol lathato a gorbéken, a pumpak inditasatdl kezdve ezekben a kisérletekben

emelkedni kezdett a tirozin koncentracio.

A masodik kisérleti korben az O2 MFC gorbék jele alapjan szabalyoztuk a feedB-t adagold
pumpdk fordulatszamat, feltételezve, hogy a gorbék csokkenésekor a sejtek tapanyag-
limitacidba keriiltek. Ezt a feltételezést megerdsitik az NMR vizsgalatok soran kapott tirozin-
koncentracio adatok (21. abra). Az abran a 2.1_a kisérletre vonatkozd volumetrikus

produktivitas-, O2 MFC jel-, tirozin koncentracio-, és rataplalasi-sebesség gorbéket egyiitt
abrazoltuk.
A gorbéken lathato, hogy az O2 MFC jel gorbéje és a specifikus produktivitas gorbék hasonlo

trendet kovetnek. Lathaté tovabba a rataplalas sebessége €s a tirozin koncentracid kozotti

Osszefliggés, ¢és ezek kapcsolata a fent emlitett két paraméterrel: a tirozin koncentracio

novelésével a gp emelkedni kezd.
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21. abra: O2 MFC jel, volumetrikus produktivitas, tirozin-koncentraci6
és feedB rataplalasi sebesség-gorbék - 2.1_a kisérlet

A b klén esetében (2.3 _b kisérlet) ezen paraméterek kozotti osszefiiggéseket vizsgalva eltérd
eredményeket kaptunk: az O2 MFC jel gorbéje a gp gorbével, tovabba a rataplalasi sebesség
gorbe a tirozin koncentracio gorbével itt is 6sszhangban van, azonban a megndvekedett tirozin

koncentracio hatasara ebben a kisérletben nem tapasztaltuk a gp emelkedését (22. abra).
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22. abra: O2 MFC jel, volumetrikus produktivitas, tirozin-koncentracio

és feedB rataplalasi sebesség-gorbék - 2.3_b kisérlet
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran két kisérleti korben hét kisérletet végeztiink egy mAb-termel6 CHO sejtvonal
két kiilonb6z6 klonjaval (a és b) fed-batch tenyészetekben. Kisérleteink soran 1 liter hasznos
térfogati bioreaktorban tenyésztettiik a sejteket, a tenyésztési paramétereket (pH, pO2, T,
kever6-fordulatszam) automata rendszer szabalyozta. A rataplalaskor kétkomponensii feedet
alkalmaztunk, melynek ,,A” komponense a sziikséges szén-, és nitrogénforrasokat, ,,B”

komponense a sejtek szamara esszencialis aminosavakat tartalmazta.

Az elso kisérleti korben megtortént a két klon fizioldgiai 6sszehasonlitasa, tovabba ugyanezen
kisérleti korben az esszencialis aminosavak esetében Gsszehasonlitottuk a kétféle rataplalasi
Kisérleteinkben az esszencialis aminosavak folytonos rataplalasaval magasabb értéken sikeriilt
tartani a tenyészetek produktivitasat, mint bolusz adagolasukkal. A bolusz adagolassal rataplalt
tenyészetekben a specifikus produktivitds csokkenését tapasztaltuk, amit az ozmolalitas
ugrasszerii novekedése okozhatott. A metabolizmus vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy
nemcsak a klonok kozott vannak kiilonbségek a metabolizmus karakterisztikdjaban, hanem
kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények kozott az ugyanazon klonnal (a) végzett kisérletek kozott

is.

A masodik kisérleti korben a specifikus produktivitas befolyasolasa volt az elsddleges célunk,
ezeknél a kisérleteknél mar minden esetben folytonos feedB rataplalast alkalmaztunk. Az
esszencialis aminosavakat tartalmazo oldatot adagolo perisztaltikus pumpa fordulatszdmanak
A kisérletek soran a sejtlégzés indikatoraként on-line kovettilk nyomon az O2 MFC jelét. Az
eredmények értékelésekor a specifikus produktivitas gorbék és az O MFC gorbék hasonlo
trendet kovettek. A gorbék csokkenését feltételezhetden a tirozin kimeriilése okozta, melyet
véltoztatasaval igy sikeriilt tdpanyag-limitaciot eldidézni, majd feloldani - ezzel elértik a

specifikus produktivitas csokkenését, majd ndvekedését.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy tapanyag limitacidval sikeriilt kialakitanunk egy olyan
rataplalasi-stratégiat, mellyel kontrollalhato a specifikus produktivitas az a klon esetén, fed-

batch tenyészetben.
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