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Priloga 1:

Priloga 2:

Priloga 3:

Priloga 4:

KAZALO PRILOG

Umeritvena krivulja za dalanje koncentracije plazmidne DNA (mg/ml)
v vzorcih odvzetih med bioprocesi, analiziranih ®katinsko
kromatografijo visoke ld&jivosti

Umeritvena krivulja za dalanje koncentracije celic (mg/ml) pri merjenju
opticne gostote, tako off-line, kot tudi in-line

Primerjava spedgifiih hitrosti rasti med gojenjem kultur na stredalniz
razlicnimi sevi, pri razkknih temperaturah

Primerjava povptg specificnin hitrosti rasti med gojenjem kultur na
stresalniku, z razinimi sevi, pri razkénih temperaturah
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1 UuvoD

Plazmidi so stabilne, izvenkromosomske krozne mo&kDNA, ki se samostojno
podvojujejo, najti pa je motudi linearne oblike plazmidov in tudi RNA plazmeidGre za
genetske elemente, ki se nahajajo tako v prokakdntkot tudi v evkariontskih celicah,
kjer se lahko pojavljajo samostojno, ali pa \&jeen Stevilu in lahko nosijo zapis za le
nekaj, ali pa za \esto genov (Clark, 2010).

V celici se plazmidi nahajajo v dveh kovalentnihlikdth, ki ju imenujemo kovalentno
zaprti krog, ali oblika CCC, ter odprti krog, alblika OC. Plazmidi v obliki kovalentno
zaprtega kroga so v celici @ajno dodatno zviti, plazmidi v obliki odprtega keoga so
brez dodatnih navojev in jim zato pravimo, da sm&feni (Old in Primrose, 1994). Pri
uporabi plazmidne DNA v terapeviske namene veljagalicni kriteriji kvalitete, ki
dolocajo, da mora koi terapevtski produkt vsebovati &é&ot 90 % plazmidne DNA
prisotne v super zviti obliki, ter manj kot 5 % faom le te (Faucher, 2003).

Z razvojem tehnologije rekombinantne DNA se jec@ritudi razvoj visoko donosnih
procesov za proizvodnjo plazmidne DNA, ki se vetnd uveljavlja kot vektor za genske
terapije in DNA cepiva (Silva, 2012). V kli#mih preizkusih se Se vedno uporabljajo
majhni plazmidi, navadno manjsi od 10 kb. Na poprd&NA cepiv pa so Cohen in sod.
(1988) izpostavili potrebo po uporabi plazmidne DN#&Zjih velikosti, ki poviSajo
ucinkovitost DNA cepiv. Kot navaja Levy (2000), saliuna podrdju uporabe plazmidne
DNA v genski terapiji, pojavljajo potrebe gon vegjih velikostih vektorjev.

Proizvodni proces je potrebno optimizirati v vselzdh, pricemer pa je glavno vodilo
maksimalen izkoristek, ob minimalnih stroSkih. Nagpsteje se & optimalen profil
dohranjevanja s substratom, ter optimalne pogajsgknanasSajo na biomaso in substrat
(Berovic in Nienow, 2006). Na kalino biomase in donos bioprocesa pri proizvodniji
plazmidne DNA vplivajo Stevilni parametri, vkjno z zmoznostjo plazmida, da se
vzdrzuje med podvajanjem celic, ter se uspesSno gyapy kot tudi pogoji kultivacije.
Optimizacija bioprocesov za proizvodnjo plazmidn®lAje Se vedno ovirana zaradi
pomanjkanja informacij o metabolnem odgovoru gelét ter informacij o plazmidni
nestabilnosti (Silva, 2012). Da bi doseglin viSje koncentracije plazmidne DNA smo v
nasem delu optimizirali razine parametre, ki imajo vpliv na rast celic baktergte E.
coli.
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1.1 CILI RAZISKOVALNE NALOGE

Cilj diplomskega dela je bil razviti in optimirabioproces z enkratnim polnjenjem in
bioproces z dohranjevanjem substrata, v kombinaajbstojéim procesontiséenja, ki bi
dal maksimalni izplen. Optimirali smo rast baljterste E.coli in sprotno sledili delezu
plazmida v celicah, pod raztiimi pogoji gojenja (elektroforeza, kromatografij®azvite

postopke smo prilagodili in optimirali na plazmidikeh razkénih velikosti.
1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Delovne hipoteze magistrske naloge, ki smo jih paBtpred z&etkom eksperimentalnega
dela, so bile:

« Koncentracija DNA nard&a s koncentracijo biomase v bioreaktorju.

* S procesom dohranjevanja substrata dosezemo agjektracijo plazmida na liter
gojista, kot pri bioprocesu z enkratnim polnjenjem.

» Tako pri bioprocesu z enkratnim polnjenjem, kot procesu z dohranjevanjem
substrata, je moge pridobiti plazmid v preteZno superzviti obliki.

P 4%

* Pri ¢iSenju so izkoristek incistost plazmida velikosti do 10 kb, die kot za
plazmide velikosti nad 30 kb.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BAKTERIJE RODUEscherichia coli

Bakterije roduEscherichia coli so kemoorganotrofne bakterije @galste oblike, velikosti
1x2 um. Spadajo med fakultativne anaerobe, njiharawni habitat pa je debelwevo,
zaradi ¢esar jih uvr8ajo med enteritine bakterije. Predstavljajo dokaj homogeno
filogenetsko skupino znotraj gama proteobakterijso fenotipsko okarakterizirane kot
nesporulirajde celice patiaste oblike, ki se lahko premikajo s pafjooflagelov. Zaradi
dvojne membrane se po Gramu barvajo negativno @4adi2006).

Vrsta vkljwuje veliko Stevilo sevov, ki se razlikujejo v sprekpatogenosti. Dolgeni sevi
so pogosti neskodljivi prebivalcérevesja sesalcev, nekateri pa povgoo infekcije
prebavnega in urinarnega trakta, krvi in centratn@nega sistema. Veliko pozornost so
namenili predvsem sevom, ki proizvajajo ¢an toksin, ki lahko povzto tudi sepso, v
primeru, da ga zauzijemo s kontaminirano vodo edinb (Neidhardt, 2001). Metabolno
ozadje in genetika tega organizma so dodobra razéskzaradiesar je to ena najbolj
znanih ceklinih oblik Zivljenja in posledino tudi modelni organizem v razvoju Stevilnih
panog, kot so to molekularna biologija in fiziolagiter biokemija (Schaechter, 2009).

Gram negativne bakterije vrstBscherichia coli so namré bile prvi genetsko in
molekularno bioloSko raziskani mikroorganizem, prs@ bile spremenjena z uporabo
metod genskega inZenirstva in podvrzene proizvadikpmbinantnih proteinov. Iz modela
za baztne znanstvene raziskave so se razvile v indugtmskroorganizem, ki trenutno
predstavlja najpogosteje uporabljen prokariontsistesn za izrazanje heterolognih
proteinov. Postale so standradni organizem za yodio encimov za diagnoste in
analizne namene. Uporablja se jih tudi za sintezm#cevtsko pomembnih proteinov, ki
ne zahtevajo zapletenih post translacijskih moddikin niso sestavljeni iz ¥erazlicnih
podenot (Jevnikar, 2007). Tudi biotehnoloSka indjasttemelji na podlagi raziskav
genetike bakterij te vrste, zaratksar veéina biotehnoloskih procesov vkiuje prav ta
mikroorganizem (Neidhardt, 2001). Kot navaja Banéi®99), je proizvodnja bioloSkih
zdravil za enkrat omejena predvsem na bakterijgée iEs coli, nekatere kvasovke in
sesalske celice.

Znotraj roduEscherichia obstaja Se veliko drugih vrst, nobena pa ni tasdord raziskana
kot ravnoE. coli. Rod nosi ime po bakteriologu Theodoru Escheri&hig prvi izoliral to
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bakterijo, leta 1884. Na podlagi meritve d@aih biokemijskih aktivnosti so prisli do
zakljutkov, da je za bakterije te vrste ziao, da fermentirajo laktozo, imajo lizin
dekarboksilazo, proizvajajo indol, ne rastej naatit, ne proizvajajo 6 in so Voges-
proskauer negativne. Za kromosomsko DNA seva Kel2ngilna 50,8 % vsebnost GC
baznih parov (Schaechter, 2009).

Podvojitveni ¢as bakterij je odvisen od Stevilninh faktorjev, keb to sestava in
koncentracija hranil, inkubacijski pogoji, ter géka celice. Pri optimalnih pogojih rasti
znaSa za bakterije vrste coli le ta 20 minut. Znano je, da je DNA pn vivo pogojih
negativno superzavita, v kakih 50 posameznih donf@ka nepravilna konformacija
nukleoida, prispeva k dostopnosti genov za trapskad. Po iniciaciji se DNA replikacija
odvija pri relativno konstantnih hitrostih (Madiga2006). V dokaj hitro rastth celicah
bakterijeE. coli traja podvojevanje kromosoma pri temperaturi gej&vy °C, 40 min. V
kulturah, ki rastejo hitreje kot ta, pa je potrepunia z@etek replikacije kromosomov
poteka pred zaklgkom prejSnjega kroga (Silva, 2009).

V hitro rast@ih celicahE. coli pa zavzemajo veliko citoplazmatskega prostorasoba.
Stevilo ribosomov na celico je proporcionalno sfopasti in se giblje od priblizno 2000
na celico, v kulturah, ki rastejo pri 37 °C s hifiio rasti 0,2 H, do ve& kot 70.000 na
celico, pri hitrostih rasti 2,5 kjer predstavljajo 40 % cétie mase. Pri bakterijacoli

S0 geni za Stiri rRNA molekule (16S, 23S, 5S in BMazporejeni na sedmih operonih,
lociranih na raztinih mestih na kromosomu. ¥ieo teh operonov najdemo poleg mest
zaetka replikacije kromosomov, zaradésar se zgodaj podvajajo. Taka razporeditev
omogaa da se rRNA hitro pomnoZzuje med hitro rastjo eg(Mdadigan, 2006).

Pri sevih bakteriE.coli najdemo ohiajne in konjugacijske fimbrije. Prvih je v celidkmg
100 — 1000, konjugacijski fimbriji pa so kodiranssani plazmidov, kot sta recimo F in R
plazmid in so prisotni navadno v eni, do dveh kaipipa celico. Ta struktura omago
donorski bakteriji in bakteriji prejemnici, da vziavita kontakt in posle¢hho prenos
DNA med konjugacijo (Schaechter, 2009).

BakterijeE. coli imajo en krozni kromosom, na katerem se nahajé dR80 genov. Prvo
celotno zaporedje genoma bakterij te vrste, soexaW:1655 (4,639,221 bp) predstavili
leta 1997 Blattner in sodelavci (Rowland, 2003).k&teri patogeni sevi vsebujejo
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priblizno 1 milijon v& baznih parov kot sev K-12, dodatne gene pa jexvrajverjetneje
pridobila med horizontalnim prenosom genov (SchegcR009).

2.1.2 Lastnosti sevd&. coli K-12

Bakterije E. coli vkljucujejo veliko Stevilo sevov, ki se med seboj razia po sestavi
genoma in nivoju patogenosti. ¥pa izolatov je dobro prilagojenih na kolonizacijo
¢revesja sesalcev in le redko povam bolezni. Med laboratorijsko kultivacijo humanih
sevov pa le ti tezijo k izgubi zmoznosti kolonizaciEden izmed takih je tudi sev K-12, ki
je najSirSe uporabljen sev v molekularni biologchaechter, 2009).

Sev K-12 bakterif. coli, so izolirali leta 1922, od leta 1925 pa je dettbdjske zbirke na
Stanfordski univerzi (Rowland, 2003). Bakterije woHscherichia coli K-12 imajo en
krozni kromosom, velikosti 4,64 Mbp. Sem nista t&te-plazmid in bakteriofag lambda,
ki sta tudi tipéno prisotna v sevu K-12 (Madigan, 2006). Genom eodkupno verjetnih
4460 proteinov, znotraj 3277 verjetnih transkrigkiin enot in 175 RNA genov. Priblizno
trem cetrtinam teh genov so uspeli dailo funkcijo, vendar se podatki nekoliko
spreminjajo. Anotacija &ne teh genov se vrSi na podlagi eksperimentaloitagkov, kar
je najve kar se je delalo za kakrSenkoli organizem do sef&jpriblizno 20 % genov
predvidevajo, da so bili pridobljeni na podlagi irontalnega prenosa genov od drugih
organizmov (Schaechter, 2009). Sev K-12 spada redaZ, ter nosi tako imenovani F
plazmid, ki nosi zapis za gene, ki omeég F celicam konjugacijo z FEelicami (Davis,
2003).

2.2. RASTNE KARAKTERISTIKE BAKTERIJ VRSTEE. coli

Pri kontroli mikrobne rasti igrajo kljno viogo Stirje glavni bioprocesni parametri, ki so
temperatura, pH vrednost, dostopnost vode ter KMikdigan, 2006). Na donos biomase
vplivajo Stevilni parametri, kot recimo sestavaig§jg, narava virov ogljika in dusSika, pH
vrednost in temperatura. Donos biomase je viSjiaprobnih kot anaerobnih kultivacijah,
na kar vpliva tudi izbira akceptorja elektronov,tlem to kisik, nitrat ali sulfat (Doran,
1995).

BakterijeE. coli so kemoheterotrofi in imajo zmoznost rasti nak&m spektru sladkorjev
ali amino kislin, prisotnih tako posa&nio, kot tudi v meSanici. Rastejo pa najhitreje ob
prisotnosti glukoze, kot glavnem viru ogljika inezgije, ter dosezejo podvojitvetas 50
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min pri optimalnih pogojih aeracije in temperat@i °C. Podvojitvenicas v revnejSih

goji&ih lahko traja tudi ureCe pa gojia obogatimo z amino kislinami, nukleozidi,
sladkorji in prekurzorji vitaminov, pa dosegajo bteke te vrste pri isti temperaturi,
podvojitveni¢as 20 minut (Madigan, 2006).

2.2.1 Temperatura

Temperatura je eden najpomembnejSih faktorjev, Rgliva na rast in prezivetje
mikroorganizmov. Pri poviSanju temperature znotteJotenega obmgja, pride zaradi
hitrejSega dogajanja kemijskih in encimatskih réakio hitrejSe rasti mikroorganizma in
metabolnih funkcij. Ce pa presezemo ddeno temperaturo, pa pride lahko do
ireverzibilne denaturacije dalenih proteinov in tako prenehajo delovati &edi funkcije.
Za vsak organizem tako poznamo minimalno tempevapod katero se rast ne pojaviye
optimalno temperaturo, pri kateri je rast najhgegjter maksimalno temperaturo, nad
katero pa rast ni moga ve. Te tri pomembne temperaturng&ke so znalne za vsak
organizem posebej, vendar niso ravno fiksne vrednsagj se lahko spreminjajo zaradi
drugih dejavnikov okolja, kot na primer zaradi sgst rastnega gofia. BakterijeE. coli
uvr&amo glede na temperaturni optimum, ki je pri srédtgmperaturnih vrednostih, med
mezofile. Mezofile najdemo pri toplokrvnih Zivaliter v zemeljskem in vodnem okolju v
zmernem in tropskem podnebju. BekteBjecoli lahko rastejo v temperaturnem ohijo
med 8 in 48 °C, kar je odvisno od seva in prisdino®nil v goji€u. Njihova optimalna
temperatura za rast pa je 39 °C (Madigan, 2006).uggesSno rast je potrebno tako
zagotavljanje optimalne temperature g&giS zaradi cesar moramo imeti ustrezno
regulacijo (Podgornik in sod., 2013).

V Stevilnih raziskavah so dalali vpliv temperature na proizvodnjo plazmidne DNAy
prisli do ugotovitve, da je to povezano z dostopjodsranil. Pod optimalno temperaturo za
rast, ima namgecelicna membrana nizjo sposobnost aktivno transportiramila v celico.
Nedwell (1999) je doleal vpliv temperature gojenja na afiniteto mikroarganov za
substrat in ugotovili, da se le ta niza skladnem,tko temperatura pade pod optimalno
temperaturo za rast. To pripisujejo pojavu, ko @rmbd temperaturnim optimumom, do
preoblikovanja lipidov v membrani, kar ima za poste nizjo &inkovitost transportnih
proteinov, ujetih v membrano. Najnizja temperatzaarast je tako temperatura, pri kateri
organizem ni vé& sposoben zagotavljati potreb po limitirsgon hranilu za rast, zaradi
izgube afinitete za substrat.
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Direktne povezave med poviSanjem hitrosti rastipevetanega Stevila kopij plazmidov

med spreminjanjem temperature kultivacije pa nipazdi. Ucinek temperature naj bi

zavisel od tipa plazmida. Spreminjanje temperat@®ti pa so uspesno uporabili za
selektivno amplifikacijo plazmidne replikacije vimerjavi z replikacijo kromosomske

DNA, kar je imelo za posledico poviSano Stevilo ikgazmidov pri viSjih temperaturah

(Mahony, 2007).

2.2.2 pH vrednost

Vsak mikroorganizem ima pH obrje, znotraj katerega je njegova rast miggabtajno
pa ima definiran tudi pH optimum. Optimalno ohfj@pH vrednosti za rast predstavlja pH
vrednost zunajcalnega okolja. pH vrednost znotraj celice pa se mgdrati relativno blizu
nevtralnega, da ne pride do ¢emja kislo- ali bazino-labilnih makromolekul znotraj le te.
Med Sarzno kultivacijo se pH vrednost zunajgetiga okolja spreminja, kot rezultat
metabolnih reakcij, kjer se porabljajo ali k& razlicne kisle ali bazine substance
(Madigan, 2006). Zato je kot procesno spremenljivkemiselno spremljati tudi pH
vrednost, ki nam daje informacije o metabolizmudgnik in sod., 2013). Da se ohrani
pH vrednost relativno konstantno, se v kultiva®jsgojiZe dodajajo raztini pufri.
Bakterije vrsteE. coli rastejo v pH obmgu med 6,0 in 8,0, lahko pa pride do rasti tudi v
obmaju odstopanja za 1 pH enoto izven tega ranga (Mexig006).

Kot navajajo Mahoney in sod. (2007), je za rastuel optimalna zgetna pH vrednost
gojis¢a med 7,0 in 7,2. Med bioprocesom prihaja n&nde zakisanja goj& zaradi
metabolne aktivnosti bakterij, kar poviZeo padec pH vrednosti gojg med samim
bioprocesom za eno enoto. Dokazali pa so, deogustivnost celic (titer DNA) pri tej pH
vrednosti zelo nizek. NajboljSe rezultate so dasegbrimeru, ko je imelo goji®e na
zatetku pH vrednost med 6,7 in 6,9 ter med 7,3 in 7,5.

2.2.3 Sestava goji&a

Optimalno rastno goj& mora zagotoviti zadovoljivo in hitro rast mikrganizma,
njegova priprava mora biti enostavna ter ponov)jpaleg tega pa mora biti Se cenovno
ugodno (Madigan, 2006). Kot navaja Schaechter (R08® pri bakterijahE. coli
citoplazemski membranski sistemi, ki so vkgni v transport raztopin zelotinkoviti,
zato dovoljujejo rast na relativno razéedi raztopini hranil.
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Glede na sestavodmno definirana, pol definirana in kompleksna g&giSPri definiranih
goji&kih so vse sestavine gajg poznane v podtankost in jih lahko med kultivacijo
kontroliramo, zato se teh gajiosluzujemo, ko Zelimo doSevisoke koncentracije celic.
Hranila v kompleksnem gojis, kot sta to pepton in kvasni ekstrakt pa varikagestavi in
kakovosti, zaradtesar je biosintezni proces ob uporabi teh gojigan; ponovljiv. V
nekaterin primerih pa z uporabo pol definiranih lkdmpleksnih goji& dosezemo visje
koncentracije Zelenega produkta (Kensy in sod.9200

V preprostem goji&u rastejo bakterij&. coli zelo hitro, saj dosezejo podvojevatias
okrog ene ure (Schaechter, 2009). Divji tipi rdeseherichia redko izkazujejo potrebe po
rastnih faktorjih in so sposobni rasti na Stevilmihh energije, kot na primer sladkorjih,
amino kislinah, ter organskih kislinah (MadiganPgpn

Izbira oz. sestava gofid je odvisna predvsem od potreb deloih bakterij po hranilih, ter
omejitev, ki jih lahko predstavlja uporaba le tegat navaja Mulhardt (2007), se vdimi
protokolov za gojenje bakter. coli uporablja Luria-broth (LB) goji& (10 g triptona ali
peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 5 do 10 g NaChiah 1N NaOH na liter), ki pa ni vedno
primereno. Da bi dosegli viSji donos biomase, leaimo pri pripravi plazmidne DNA, se
je bolje posluzevati uporabe Terrific-broth (TB)jigda (12 g triptona, 24 g kvasnega
ekstrakta in 4 ml glicerina na liter gaj& h kateremu se doda Se 0,1-kratni volumen 1M
KHPO,, do pH vrednosti 7,5), saj doseZzemo tako do satilgostejSo rast bakterij. Tako
bogato gojige je primereno tudi za gojenje celih celic, sapnsjo celice v eksponentni
fazi rasti dljecasa kot v LB goji&u, kjer padejo le te v neke vrste hibernacijskamjgt pri
ODsgs vrednosti 0,1.

Bakterije v naravnem okolju velikokrat doleticagna a pomembna sprememba vdkalli
hranil. Kot rezultat pomanjkanja aminokislin do iifrajoce ravni, kot bi se to zgodilo v
primeru ko kulturo prenesemo iz bogatega komplefargoji£a v definirano goji&e z
enim samim virom ogljika, se sinteza ribosomske RNARNA skoraj v trenutku ustavi.
Posledéno se biosinteza ribosomov ustavi. To povzmmanjSanje sinteze proteinov in
DNA, ter aktivacijo sinteze novih aminokislin (Maain, 2006).

Do ve&ine odstopanj v rasti, opaznih pri bioprocesih tolatorijskem merilu, pride
predvsem zaradi uporabe slabega inokuluma. ddritiaktor pri pridobivanju ustreznega
inokuluma pa je izbira kultivacijskega gaj& Primernost goj& inokuluma lahko
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dolacimo Sele, ko vidimo kako se obnaSa organizem v ykoigkki fazi. Sam razvoj
produkcijskega gojisa pa doldajo potrebe organizma po hranilih, ter produktitnos
produkcijskega seva. Inokulacijsko gogs mora tako zagotoviti maksimalno rast
organizma in ne tvorbo produkta. Opazili so, daeg kulture v istem ali podobnem
goji&ku kot je ta, v katerem se bo vrSil bioproces, z®anag fazo fermentacije. To je
posledica aklimatizacije organizma na sestavo fatasgskega goji&, ki potrebuje
posledéno minimalni ¢as za prilagoditevCe pa vzamemo gojig z zelo velikimi
razlikami v pH vrednosti, osmotskem pritisku in @mki sestavi, pa se lahko to kaze v
zelo nenadnih spremembah v stopnji privzema hrdaif, lahko vpliva na viabilnost.
Gojista za inokulum so na sploSno manj hranljiva kot pkaika goji€a in vsebujejo
nizje koncentracije vira ogljika. Volumen inokulunmasa med 3 in 10 % volumna
gojista, lahko pa je tudi 20 %. Relativnho visoke volumnekuluma se uporablja z
namenom minimizacije dolzine lag faze, ter ustvggamaksimalnih kotin biomase v
fermentorju, v najkrajSem moznetasu, scimer zviSamo produktivnost samega procesa.
Dodatek prevelikih kotin inokuluma, pa je navadno povezan s prevelikettenjem
produkcijskega goji&a, nezelenimi spremembami v pH vrednosti le tega,ptenosom
nezelenih odpadkov ali metabolnih produktov. Memh@groizvodnjo inokuluma obstaja
nevarnost kontaminacije in degradacije, zatadiar je potrebna stalna kontrola kakovosti
(Srivastava, 2008).

2.2.4 Vpliv koncentracije topnega kisika na rast

BakterijeE. coli spadajo med fakultativne aerobe, za katere w#djdahko pod primernimi
kultivacijskimi pogoji rastejo tako v oksiem, kot tudi v anok&hem okolju. Za rast ne
potrebujejo kisika, vendar je rast bolj$®, je le ta prisoten. Zanje so zilai trije tipi
metabolizma, in sicer aerobna in anaerobna resjaiyéer fermentacija (Madigan, 2006).

V spodnji tabeli lahko vidimo, da pride pri prendalultativnih organizmov iz aerobnega
v anaerobno okolje do nizjih stopenj rasti, zatonbov naSem primeru gojenja uporabili
aerobne pogoje, saj je rast hitrejSa (Colin in tansen, 2006).
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Preglednica 1: Rast baktet. coli, pod razlnimi pogoiji, vir ogljika je glukoza (Colin in Kriahsen, 2006)

Nacin kultivacije Molski donos rasti (g SB/ Koeficient pretvorbe ogljika
mol substrata) (g SB/gSC)

Aerobno 95.0 1.32

Anaerobno 25.8 0.36

*SB — suha biomasa, SC — substratni ogljik

Ucinkovitost mikrobne rasti pod dalenimi pogoji navadno izrazamo z donosom celic ki
se namnozijo na enoto mase uporabljenega virakaglMolarni donos rasti ¥je donos
celic (suha teza) na mol substrata. Koeficientvomte ogljika pa izraza donos celic na
gram substratnega vira ogljika, ter podaja pomeisbraimerjavo med substrati raziih
molekulskih velikosti (Colin in Kristansen, 2006).

Za rast aerobov je potrebno zagotoviti ekstenzigroacijo goji8a, saj se kisik, ki ga
organizem porabi med rastjo, ne nadofaedovolj hitro z difuzijo iz zraka. Zato je
potrebna dodatna aeracija kulture, kar lahko deseze m@&nim stresanjem kulture na
stresalniku, ali pa z dovajanjem sterilnega zrakpj&ie. Aerobi rastejo velikokrat bolje,
¢e dodatno aeriramo sistem, kotdqeaO, zagotovimo s preprosto difuzijo (Madigan, 2006).

Da bi zagotovili zadostno koncentracijo kisika, getrebno goji&e, v katerem gojimo
bakterijo, prepihovati z zrakom, hkrati pa tudi ppesati, da zagotovimo zadostno
raztapljanje kisika v goji&l. Seveda je potrebno koncentracijo topnega kigikmjisiu
spremljati, da jo ohranjamo na vrednosti, ki Sdimitna, hkrati pa ne previsoko, saj to
pomeni drazje obratovanje bioprocesa (Podgorngoth, 2013).

Beshay (2008) je zelo lepo prikazal vpliv hitrosteSanja na koncentracijo raztopljenega
kisika v goji€u. Visja hitrost pomeSanja, zagotovi viSjo vredn@sttopljenega kisika in
boljSo disperzijo makromolekul v go§ig. Limitacija s kisikom pa ima za posledico krajsSo
logaritemsko fazo rasti celic, ter nizjo koo koncentracijo le teh. Ravno tako so doseqgli
viSje koncentracije celic ob viSjih hitrostih prazevanja. ViSja hitrost preztavanja je
povezana tudi z viSjimi stroSki obratovanja biom®a, zato so ocenili, da je najbolj
ekonoméno, da uravnamo pretok zraka na vrednost 3 vvm.

Pri aerobnih procesih, se &gemo s problemom omejenega prenosa kisika, hibrost
pomeSanja in problemom penjenja. Ti trije problesei obtajno pojavijo soéasno.
Optimizacija kultivacijskin in operativnih parametr mnogokrat omog@, da se
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izognemo nekaterim tezavam. Vsekakor pa moramo tepats da mora delovni
organizem zadostiti vsem svojim potrebam, da ba jegova produktivnost v danih
pogojih maksimalna (Raspor in Smole-Mozina, 1993).

Potrebe po kisiku pa narekujejo Stevilni faktoNiejpomembnejSi vpliv pripisujemo vrsti
mikroorganizma, fazi bioprocesa, vrsti hranila ijputbioprocesa. Pri zaprtih bioprocesih
sta logaritemska in lag faza povezani z ngjvantenzivnostjo porabe kisik&eprav je
maksimalna koncentracija biomase Sele v stacioffiaznbioprocesa. Vnos kisika v brozgo
je pogojen z njeno sestavo, temperatur@in@an in intenzivnostjo meSanja ter tipom
bioreaktorja. Ob normalnem prezeaanju se v sistemu vzpostavi uravnoveSeno stkinje,
omoga@a normalno rast in razvoj mikroorganizma. Proizyadnomase je vedno vezana
na aerobni bioproces zaradi devetkratj@groduktivnosti kot v anaerobnem bioprocesu
(Raspor in Smole-Mozina, 1993).

2.3 PLAZMIDI

Genom bakterijske celice poleg kromosomov predsfavl Se Stevilni drugi
nekromosomski genetski elementi, kot so to virpgzmidi in transpozicijski elementi
(Madigan, 2006). Kot navaja Clark (2010), pa pladoni ne priStevamo h genomu celice,
saj le ti niso vedno prisotni pri vseh organizmskeivrste. Poleg tega, pa lahko delo
plazmid najdemo v celicah raghih vrst in se lahko prenasa od ene gostiteljskéevdo
druge. Ceprav nosijo genetsko informacijo, ki se lahko Zirga niso stalno prisotni v
celici, prav tako niso potrebni za c&lo rast in delitev v normalnih pogojih.

Plazmidi so genetski elementi, ki se podvajajoefm in neodvisno od gostiteljskega
kromosoma (Madigan, 2006). Gre za d@ipmo krozne in le redko linearne,
izvenkromosomske molekule dvojne vigce DNA, ter lahko tudi RNA (Thompson,
1982). Najdemo jih tako v prokariontskih, kot tudevkariontskih celicah, kjer se lahko
pojavljajo samostojno, ali pa v gem Stevilu in lahko nosijo zapis za le nekaj, @i za

ve¢ sto genov. Okrog 50 % bakterij v naravi vsebujajwsnega ali ve plazmidov,

najdemo pa jih tudi v visjih organizmih, kot narpear kvasovkah in glivah (Clark, 2010).V
naravi najdemo plazmide v velikosti od priblizndkld do ve& kot 1 Mb, v sploSnem pa
velja, da obsegajo manj kot 5 % celotnega genorktebg@ (Madigan, 2006). Plazmidi se
med sabo zelo razlikujejo po velikosti. Kot navdgaspor (1996), so lahko majhni
plazmidi veliki le 0,1 %, veliki pa do 10 % velikngostiteljskega kromosoma. Pov{mne
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velikost predstavlja F-plazmid izoliran iz baktel. coli, ki obsega 1 % velikosti
kromosoma le teh. Stevilni plazmidi, ki jih najdemmekaterih celicah v ¥gEem Stevilu,

pa so veliko manjSi. Tak priemer je plazmid Colk,pkedstavlja 10 % velikosti F-
plazmida. V naravi najdemo tudi zelo velike plazejili obsegajo wekot 10 % velikosti

kromosoma, z njimi pa je tezko operirati (Clark12}

Plazmidi nosijo zapis za gene, katerih proteiniepajpomembne lastnosti gostiteljski
celici, ter ji tako omogéajo selektivno rast pod dalenimi pogoji (Madigan, 2006).
Plazmidne narave so geni antibiotske rezistenzestemce na tezke kovine, s sposobnostjo
rasti na nenavadnih substratih, pa geni za bakiegan nekatere toksine (Raspor, 1996).
Kot navaja Madigan (2006), kodirajo geni na plazmitudi encime, za degradacijo
nenavadnih organskih komponent, ter specialne raktakpoti. Tudi viruletni faktorji
Stevilnih bakterij so ve@noma kodirani s strani plazmidov. EnteropatogesiddrijeE. coli

SO na priemer znane po zmoznosti kolonizacije tgakérevesa in proizvodniji
enterotoksina. Kolonizacijo jim omogao proteini na cethem povrsju, ki jih kodirajo
geni, zapisani na plazmidu. Tudi kolicin, ki gaigk@jajo bakterije te vrste, kodira t.i. Col
plazmid. Na plazmidu so zapisani geni, ki kodirdjakteriocine, ter tudi proteine,
vklju¢ene v proizvodnjo in transport le teh.

Poznamo pa tudi tako imenovane kidpe plazmide, kine posredujejo nobenih
karakteristik, oz. fenotipskih lastnosti. Nosijongekaterih lastnosti so Se vedno neznane in
se uporabljajo za prenos genov v genetskem inbgui(Clark, 2010).

Za celico lahko predstavljajo plazmidi breme, sgjresvojijo znatne koliine energetskih
virov, kljub temu, da ne prinaSajo nobenegaka le tej. To so ugotovi, ko so diviemu
tipu bakterij vrsteB. megatherium odvzeli vseh 7 plazmidov, ki so predstavljali Hdr %
celotnega genoma celice. Pri teh sevih so natoilogato malo fenotipskih razlik, v
primerjavi s sevi, ki jim plazmidov niso odstraniKljub temu pa so celice, ki ne nosijo
plazmida v naravi zelo redke (Filutowicz, 2009).

Plazmidi se od virusov razlikujejo po tem, da nékmulujejo gostiteljske celice in nimajo
ekstracelularnih oblik. Kljub temu, pa se ne pramade med celino delitvijo. Nekatere
prokariontske celice namrdéahko prevzamejo prosto DNA iz okolja, zaré&dsar lahko v
primeru da pride do lize celice ki vsebuje plazmpgtide le ta v kontakt z novim
gostitellem. Glavni mehanizem prenosa plazmidov nealicami je konjugacija,
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plazmidom, ki sami vodijo svoj prenos, pa pravimanjigativni plazmidi. Niso pa vsi
plazmidi konjugativni. Konjugacija je replikacijskiroces, pri katerem vsaka izmed celic
na koncu vsebuje en plazmid. Prenosljivost s pgokonjugacije je kontrolirana s setom
genov znotraj plazmida, ki jim pravimo tra regijga regija vsebuje gene ki kodirajo
proteine, pomembne za prenos in replikacijo DNA ekale, kot tudi gene, ki sluzijo pri
zdruzevanju tvorjenih baznih parov. V primeru, leopazmid vklj@i v kromosom, lahko
plazmid, ki vsebuje tra regijo, sprosti prenos kosaomske DNA iz ene celice v drugo
(Madigan, 2006). Konjugativni plazmide, lahko omégjo prenos kromosomske DNK
med celicami (Raspor, 1996).

Lastnosti doléenih plazmidov, da lahko prehajajo iz ene bakiegijselice v drugo
pravimo prenosljivost. Stevilni plazmidi srednijitelikosti, kot na primer F-tip in P-tip
plazmidov, imajo to lastnost in jih ozhgemo kot TrA. Ker je potrebno za prenos
plazmida preko 30 genov, imajo to lastnost le geedeliki in veliki plazmidi. Stevilni
majhni plazmidi, kot je to ColE plazmid, pa se lahkenasSajo s ponim samo-prenosnih
plazmidov (Trd). Take plazmide oziajemo kot MoB. Niso pa vsi Traplazmidi Mob.
Odkritie, da lahko nekateri Ttraplazmidi mobilizirajo tudi kromosomske gene pa je
omogailo razvoj bakterijske genetike in uporabe baktergteE.coli v te namene (Clark,
2010).

Nekatere bakterije lahko vsebujejo ¢veazlicnih tipov plazmidov. ZmoZznosti dveh
razlicnin plazmidov, da se lahko replicirata znotraj istdice, je kontrolirana s strani
plazmidnih genov, vkljgenih v kontrolo DNA replikacije. Plazmidi so razgeli v
druzine, kiaterih predstavniki posedujejo podobaelikacijske gene. Ko se plazmid
prenese Vv celico, ki Ze vsebuje en plazmid, sedravéa drugi plazmid ne obdrzi v celici,
ampak se izgubi med naslednjo replikacijo celic didan, 2006). Dva raziha plazmida,
ki spadata v isto druzino se namree moreta nahajati v isti celici. Temu pojavu [omay
inkompatibilnost. Plazmide klasificiramo glede m&kompatibilnost, tako da so druzine
plazmidov tudi inkompatibilnostne skupine, ki jiar@ujemo z velikimi tiskanimgrkami
(F, P, I, X, ...). Plazmidi iz iste inkompatibilnostrskupine imajo zelo podobne DNA
sekvence replikacijskih genoteprav so preostali geni, ki jih nosijo zelo raali Mozno
je, da imamo dva ali ¥eplazmidov v isti celici, v kolikor pripadajo razhim druzinam. P-
plazmid lahko na primer najdemo v isti celici, kdt-plazmid (Clark, 2010). Plazmidi
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znotraj inkompatibilnostne skupine si delijo skupméhanizem regulacije replikacije, ter
so si tako sorodni med sabo (Madigan, 2006).

Nekateri plazmidi, ki jim pravimo episomi pa se Kahvkljucijo v kromosom (t.i.
integrativni plazmidi) in posledno preide kontrola njihove replikacije pod kontrolo
replikacije kromosomske DNA. Tak mehanizem najdgmniovirusih, katerih genom se
lahko vgradi v gostiteljevega (Madigan, 2006).

Iz razlicnih naravnih sevov bakterije rodtscherichia coli, so do sedaj izolirali kar 300
razlicnin plazmidov. Za bakterije te vrste je znano, daijo t.i. F-plazmid, krozno DNA
molekulo, velikosti 99,159 bp. Na tem so identitii gene vklj@¢ene v regulacijo DNA
replikacije, ter tra regijo, kjer so geni, ki oma@g@ prenaSanje plazmida iz ene celice v
drugo. F-plazmid poseduje tudi Stevilne transpoz&hemoga&ajo, da deluje kot episom
(Madigan, 2006).

Spreminja se tudi rang gostiteljev dédgmih plazmidov. Nekateri plazmidi so omejeni le na
nekaj sorodnih bakterij, kot na primer F-plazmidg& najdemo le pri bakterijaicoli, ter
nekaterih sorodnih entefitiih bakterijah, kot sta to rodovéhigella in Salmonella. Spet
drugi pa imajo Sirok rang gostiteljev. PlazmidePizdruzine lahko na primer najdemo v
stotih razlénih vrstah bakterij (Clark, 2010).

Plazmidi se med seboj razlikujejo po Stevilu kopijkaterem se pojavljajo znotraj celic.
Nekateri so prisotni v celici le v eni do treh kapi, medtem ko najdemo druge v preko
100 kopijah. Stevilo kopij dotenega plazmida je kontrolirano s strani genov aarmpldu

in s strani interakcij med gostiteljem in plazmidgMadigan, 2006). Kot navaja Clark
(2010), se v vgem Stevilu pojavljajo predvsem dakeni majhni plazmidi, kot na primer
ColE. Stevilo kopij pa vpliva na niokarakteristik plazmida, Se posebej na antibiotsko
rezistenco. V& kot je kopij plazmida v celici, weje kopij genov za antibiotsko rezistenco
in posledéno je visji nivo rezistence.

Razliéni plazmidi se pojavljajo znotraj celice lahko leewi, ali pa v v&h kopijah. To
uravnavajo raztini regulatorni mehanizmi. Pri plazmidih z visokinedlom kopij pride
do omejitve inicijacije replikacije, ko dosezZe Steve teh dol@en nivo. Ti plazmidi imajo
t.i. sprogeno podvojevanje (Clark, 2010). Kot navaja Qual09), lahko dobimo visoke
izkoristke plazmidne DNA, ob kultivaciji plazmidos spro8enim podvojevanjem, v
kombinaciji s spreminjanjem temperature kultivaciyesredini logaritemske faze rasti.
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Delitev plazmidov, ki se pojavljajo v celici v néin Stevilu pa je bolj strogo regulirana,
zato pride do replikacije teh le enkrat meddaeitn ciklom. Do sedaj je raziskano, da pride
do regulacije Stevila kopij s portjo antisense RNA, ki kontrolira inicijacijo replikge
plazmidov (Clark, 2010). Visoko Stevilo plazmidov celici pa prinasa tudi dotene
slabosti. Intenzivna transkripcija lahko natnreoti normalno replikacijo plazmidne DNA.
Pri zelo velikem Stevilu kopij plazmidov (nad 2008hko pride do propada celice zaradi
motenj pomnoZevanja cé&fie DNA ali zaradi tokgnosti tatnega proteina (Schendel in
sod., 1989).Poleg tega visoko Stevilo kopij plazmidov za celipeedstavlja dodatno
obremenitev, ki lahko privede do upada rasti célielice s plazmidi rastejo pasneje kot
celice brez njih, v primeru velikega Stevila kopg se lahko rast in delitev popolnoma
zaustavita (Seo in Bailey, 1985). Poleg tega seznpldi s spro&nim n&inom
podvojevanja navadno porazdelijo nakho med kerinskimi celicami, zato moramo pri
proizvodnji le teh paziti, da se sintetizira dovegliko Stevilo molekul med ceéhimi
delitvami, da statistho poviSamo moznost, da obe&ehnski celici prejmeta kopijo
plazmida (Bentley in Quiroga, 1993). Bakterije by@azmidne DNA nato zaradi viSje
specifine hitrosti rasti in boljSe viabilnosti prerastegstale. Do izgube plazmidne DNA
pride tudi zato, ker se le ta podvojuje nedvisnddtA gostiteljske celice in je Se dodatno
nagnjena k multimerizaciji. Ti faktorji vodijo k eaakomerni porazdelitvi vektorjev v
h¢erinske celice med delitvijo le teh, ter Koo k tvorbi subpopulacij bakterij (Summers in
sod., 1993).

Na Stevilo plazmidov v celici vpliva tudi njihovagregacijska stabilnost. V primeru, da je
v celici Stevilo kopij plazmidov visoko, je velikgerjetnost, da bo to Stevilo visoko tudi v
heerinskih celicahCe med procesom gojenja naraste Stevilo celic biszpdov, lahko te
prerastejo celice s plazmidi, saj podvojevanje kapeesija plazmidov porabljata vire in
energijo, kar lahko povz#ozmanjSanje rasti celic. Kultura, ki vsebuje veli&tevilo celic
brez plazmidov, bo tako imela manjSo produktivhBstieg tega je Stevilo kopij plazmidov
odvisno tudi od raztnih dejavnikov v celici in okolju. Pomembna je manper rast celic,
saj je pri péasneje rastoh celicah Stevilo plazmidov visje. Velik vpliv imapovezavi s
tem tudi sestava rastnega g&gigSchmidt in sod., 1996).

2.3.1 Topoizoforme plazmidne DNA

Old in Primrose (1994) ter Quaak (2009) so podatarénejSo razlenitev oblik plazmidne
DNA, ki so razvidne na sliki 1. Plazmidi se v celhahajajo v dveh kovalentnih oblikah,
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ki ju imenujemo kovalentno zaprti krog, ali oblikaCC, ter odprti krog, ali oblika OC. Pri
obliki kovalentno zaprtega kroga je krozna molekugoverizne plazmidne DNA
nepoSkodovana, v celicah pa secapio nahaja dodatno zvitéemur pravimo superzvita
oblika. Plazmidi v obliki odprtega kroga pa so bdexlatnih navojev in jim zato pravimo,
da so spraeni.

Vsi, tako krozni, kot tudi linearni plazmidi, imagirukturo dvojno ovitega antiparalelnega
DNA heliksa. Ko iz bakterijskih celic izoliramo kine plazmide, je celoten dvojni heliks
pod vplivom striznih sil, kar lahko vodi do spremmnstevila baznih parov na zavoj
heliksa. V vseh primerih tvori os dvojnega helikes heliks viSjega reda. Tej deformaciji
osi heliksa zaprte krozne molekule DNA pravimo sapganje. Superzvita DNA je v
primerjavi s krozno sprégno verigo bolj kompaktna (Filutowicz, 2009).

Ker sta linearna oblika plazmidne DNA in oblika o#ga kroga manj dinkoviti, je
potrebno plazmidno DNA izolirati v seper zviti dbliVse tri oblike plazmidne DNA se
proizvajajo med cetno rastjo, znotraj celice pa se lahko plazmidna DiNéi encimsko
pretvarja iz ene oblike v drugo. Znano je, daddibka odprtega kroga in linearna oblika,
posledici posSkodb superzvite oblike, med katerokafio pridobivanja plazmidne DNA
(Silva, 2009). Kot pa navaja Madigan (2006), jéina plazmidne DNA izolirane iz celic v
superzviti obliki, saj je to tudi najbolj kompaktoalika izmed vseh. Pri uporabi plazmidne
DNA v terapevtske namene pa se posluzujemoceaib kriterijev kvalitete, ki dokajo,
da mora kotni terapevtski produkt vsebovati &&ot 90 % plazmidne DNA prisotne v
superzviti obliki, ter manj kot 5 % izoform le teégucher, 2003).

Pri kroznem DNA dupleksu lahko pride do ovijanjdadga, v pozitivho ali negativno smer.
Do negativhega ovijanja pride, ko se DNA ovije akrevoje osi v nasprotni smeri od
desno ovitega dvojnega heliksa. DNA najdemo v naredinoma v tej superzviti obliki
(Madigan, 2006). Tako linearna oblika, kot oblikdpdega kroga sta bili nakino
posSkodovani na razinih genetskih lokacijah, zaradésar sta netinkoviti, v primeru da
sta unkeni promotorska regija, ali pa regija, kjer se fjalblaien gen. Seperzvita oblika
plazmidne DNA je tako edina nedotaknjena in nepdSkana, ter posle¢ho tudi
najaktivnejSa pri transkripciji in vivo (Quaak, Z)0 Kot navaja tudi Mulhardt (2007), je
superzvita plazmidna DNA bolj primerna za transigkevkariontskih celic, kot pa
sprogena oblika le te.
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Odkrili so Ze Stevilne proteine, ki spreminjajo ikblDNA molekule, tako kataligno (npr.
topoizomeraze), kot tudi tako, da se vezejo na DiAekulo in jo stisnejo v superh&tio
obliko (npr. IHF in HU). Plazmidna DNA je v skoraseh primerih negativho ovita
(Filutowicz, 2009). Pri bakterijah in ¥mi arhej povzrdi nastanek negativnih ovojev
DNA molekule encim DNA giraza, topoizomeraza | @dlo superzvito obliko DNA
odvije, pricemer preide le ta spet v spteRo stanje. Zaradi aktivnosti topoizomeraz se
lahko DNA molekula aktivno zvija in sprégé. Ker je supervitje potrebno za pakiranje
DNA v celico, spro&nje pa za replikacijo DNA, sta ta dva komplemeardaprocesa
nujno potrebna za celico. Zvijanje vpliva tudi riesgresijo genov pri replikaciji, saj se
doloceni geni aktivheje prepisejo, ko je DNA v superzeibliki. Na drugi strani pa lahko
prekomerno superzvijanje v nekaterih primerih tusliibira transkripcijo nekaterih genov
(Madigan, 2006).

| Linearna oblika I

Spro&éena oblika
plazmidne DINA

Sproséena oblika
plazmidne DNA

Endonukleazs
N Endonuklieaza
1

Endonukleazs

SC (dodatno zvita)
oblika plazmidne
DMNA

Slika 1: Prikaz razéinih oblik plazmidne DNA znotraj celice (Old in Priose, 1996; Quaak, 2009).
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Locevanje superzvite oblike od preostalih dveh, peadjst zaradi podobnosti v velikosti
ter identéni naravi nukleotidnih sekvenc, najtezji izziv giscenju kortnega produkta.
Studije stabilnosti in vitro so pokazale, da seesmyiti plazmidi zaporedno pretvorijo v
sprogene kroge, linearne plazmide ali oligomere. Pos&texdimora kotini produkt pri
proizvodnji plazmidne DNA, v skladu z GMP praksegblovati v veliki véini superzvito
obliko. Glede na FDA standarde znaSa minimalna ns&bsuperzvite oblike plazmidne
DNA nad 80 %. EMEA pa poleg tega zahteva speciijgaza sprejemljiva razmerja
molekularnih oblik plazmida, ki prispevajo Kinkovitosti kortnega produkta (Quaak,
2009).

2.3.2 Replikacija

V primeru, ko imamo kot kaimi produkt bioprocesa plazmidno DNA, je na &edim
nivoju replikacija edini proces, ki je tu potrebdmranskripcija in translacija vstavljenega
gena pa sta med proizvodnjo plazmidov v bakteriggistiteljski celici nezazeleni (Wang,
2001). Protokoli za proizvodnjo rekombinantnih probv v bakterijahE.coli vodijo do
visokih biomas, kar v primeru proizvodnje proteinpgmeni tudi visje titre le teh. Te
strategije pa ne moremo uporabit, Zelimo pridobiti visoke katine plazmidne DNA, saj
proizvodnja le te v nasprotju s proizvodnjo proteirzahteva le replikacijo in ne tudi
translacije in transkripcije (Mahony, 2007).

Molekulam nukleinskih kislin, ki se lahko same pajo, ker vsebujejo mesto ORI,
pravimo replikoni. Med replikone spadajo Se krommgsovirusni genom (DNA, RNA) in
viroidi. Plazmidi se podvajajo istasno, kot njihova gostiteljska celica. Ko se celied,
se delijo tudi plazmidi, praviloma tako, da vsakerimska celica prejme kopijo plazmida.
(Clark, 2010).

V replikacijo plazmidov so navadno vk§eni encimi gostiteljske celice. Posl&dp so
geni zapisani na plazmidu primarno kontrolirantrars procesa iniciacije replikacije, ter s
porazdelitvijo repliciranih plazmidov medsérinskimi celicami. Stevilni plazmidi pri G
bakterijah se replicirajo na podobertimakot kromosom. To pomeni iniciacijo na mestu
ORI, ter dvosmerno replikacijo, da dobimo thetaiintediat. Nekateri plazmidi pa imajo
neusmerjeno replikacijo. Zaradi majhne velikostizohidne DNA molekule, v primerjavi s
kromosomsko, se celoten proces replikacije zgotth hdro, najverjetneje v desetini ali
manj celotnegéasa cikla cetine delitve (Madigan, 2006).
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Proces DNA replikacije se odvija v skladu s supostjo plazmidne molekule. Iniciacija
replikacije plazmidne DNA znotraj céhega cikla, se navadno ne zgodi éstEno kot
iniciacija kromosomske DNA nariC mestu. Ne glede na to, ali se podvojuje plazaiid,
kromosom, pa potrebujejo vse bakterijske DNA pofiaze za sintezo vodilne DNA
verige, 3 — OH skupino. V procesu elongacije sayida skupina iz enega od treh virov:
RNA primerja (R-zanka), zareze v eni od dveh vergjnega heliksa, ali pa amino kislin
proteina, ki je kovalentno vezan na DNA. Med sinteaostajajde verige nastane veliko
RNA primerjev, na koncu procesa pa se odstranijmenr za vodilno verigo in multipli
RNA primerji za zaostajajo verigo, tako da se razpoka zapolni. Prib@kterijah z nizko
vsebnostjo GC naj bi pri replikaciji DNA (plazmioh kromosomi) sodelovali dve razfi
polimerazi, ena specializirana za sintezo vodileeige, ena pa za sintezo zaostajajo
verige. Pri G bakterijah pa funkcionira ena sama polimeraza ehoprimerih. Replisom
deluje na podlagi enoverizne Sablone DNA, ki nastgo vezavi proteinov, Ki
destabilizirajo DNA heliks (Filutowicz, 2009).

Enota replikacije je replikon, znotraj katerega smsta ORI, ki so odgovorna za
replikacijo. Za podvojevanje vme plazmidov je potreben le en sam replikon in samo
mesto ORI, md pa je najti tudi kompleksnejSe skupine plazmidawsebujejo multipla
mesta ORI. Studije plazmidnih replikonov nakazujeja je mesto ORI, ki se razlikuje od
preostale DNA, edino mesto na DNA, kjer se reguiiekvenca replikacije. Terminacija
sinteze DNA se pojavi lahko na mestu ORI (pri nezigemi replikaciji), ali pa na mestu
imenovanem TER (pri dvosmerni replikaciji), kjer splikacijske vilice razstavijo. Pri
linearnih plazmidih pa pride do terminacije reptifa na telomerahCe v plazmide
kloniramo selekcijski marker, omogmo ori mestom zmoznost nadzorovane replikacije.
Rekombinantni plazmidi, ki nastanejo pri tem pracpsdeljujejo gostitelju rezistenco na
antibiotike, brez da bi predstavljali nevarnost lpkosaj sta njihova konstrukcija in
uporaba strogo regulirani in omejeni (Filutowic209).

Pred tem, ko se sestavi replisom in nastanejokapjske vilice, pride na mestu ori do
regulacije iniciacije DNA replikacije, z razhimi proteini. Navadno se ena ali¢vkopij
ori-specifénih proteinov, ki jih kodira plazmid, poveze nar@@sto in spremeni njegovo
strukturo. Sam proces pa je odvisen od seperzyitzatmidne DNA (Filutowicz, 2009).

V mikrobni celici, ki se Zivahno deli, najdemo vakem trenutku wedelno dokoganih
kopij kromosoma. V optimalnih pogojih je a&la delitev lahko tako hitra, da bi se
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kompletno podvojevanje kromosoma v enem ciklususpelo zakljditi, zato celica zéne
znova podvajanje kromosoma, preden se jec&lanpredhodna podvojitev. V staii
kulturi vsebuje celic&. coli 2 do 4 genoma. Ko se porabijo hranila celica objaiz enim
samim kromosomskim naborom (Raspor, 2006; Watseodn, 1987; Terry, 1995).

Pri prokariontih poznamo tri mehanizme genetske eizjave, ki so transformacija,
transdukcija in konjugacija. Slednji prenos VElije kontakt celica-celica, ter konjugativni
plazmid v donorski celici (Madigan, 2006).

Prenos plazmidov na neinficirane seve je zagotovige konjugativnim plazmidnim
prenosom za katerega so usposobljene nekatere,ckiiamajo F pilus (P, ki sluzi za
prepoznavanje @oitljive celice, ki pilusa nima ([ Celici se pritegneta in ustvarita most
za prenos DNK. Ko se plazmidna DNA podvoji, ostamed prenosom ena kopija v celici
dajalca, druga pa se prenese v prejemnika. Korprelesprejme plazmid, pridobi ustrezne
piluse in postane dajalec (Raspor, 2006; Wats@odh, 1987; Terry, 1995).

2.3.3 Uporaba plazmidne DNA

Osnovna orodja genskega inZeniringa so oniteydaboratorijsko konstrukcijo Stevilnih
novih plazmidov. Vkljgitev novih genov iz raztnih virov v tak plazmid, omog@a prenos
genetskega materialgez Stevilne bariere. Edine zahteve za umetno ystvalazmid so
te, da vsebuje gene, ki kontrolirajo njegovo lastlikacijo, ter, da se stabilno ohranja v
izbranem gostiteljuCe je plazmid konjugativen, so pomembne 3Se trarigfefankcije
(tra), ki omog@&ajo proces konjugacije (Madigan, 2006).

Prenos plazmidne DNA je zelocinkovit; pod ustreznimi pogoji lahko prav vsaka
prejemna celica ki se poveze v par pridobi plazrdiol.se geni plazmida lahko izrazijo v
celici prejemnici, postane le ta donorska celidaakko prenasa plazmid v druge celice
prejemnice. Na ta k& se lahko plazmidi zelo hitro razSirijo med paazijami, podobno
kot infekcijski agensi (Madigan, 2006).

Plazmide na podtgu molekularne biologije uporabljajo kot vektorja kloniranje, ter kot
ekspresijske sisteme za proizvodnjo proteinov. \deldolj pa se razvija uporaba le teh na
podraiju genske terapije in DNA cepiv (Wang, 2001; SmreRa09).
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2.3.3.1 DNA cepiva

Klasicna cepiva temeljijo na inaktiviranih ali oslabljepatogenih organizmih, ki ne
povzraajo okuzbe, vendar pa so sposobni aktivirati¢izaiS imunski odziv. Klub
dolocenemu uspehu pa spremljajo pripravo in vnos &tasicepiv tudi slabosti, zaradi
¢esar se razvijajo novi pristopi, ki temeljijo n&m@logiji rekombinantne DNA. Ena izmed
teh so tudi cepiva na osnovi DNA, ki temeljijo neposrednem vnosu plazmidne DNA z
vstavljenim za&tnim genom (Jevnikar, 2007).

Genska terapija v obliki plazmidnih DNA cepiv jedsccje, ki je v zadnijih letih v velikem
razvoju, saj je tudi v Klicinih preizkusnjah na ljudeh Ze ge Stevilo tovrstnih cepiv.
Obetavna so cepiva za 248 proti aidsu, cepivo za zdravljenje malarija, peotitumorna
cepiva, ki temeljijo na osnovi plazmidne DNA. Zar&alrstnih odkritij se kazejo potrebe
po razvoju procesov za proizvodnjo dovolj velikiondsov le te (Quaak, 2009). Za
pripravo DNA cepiv so naméepotrebne velike katine plazmidne DNA (miligrami),
medtem ko se donosi pri proizvodnji le te gibljigamkrog nekaj mg/l (Brand, 2012).

2.3.3.2 Genska terapija

Gensko zdravljenje (ali genska terapija) j€inadravljena bolezni, pri katerem v telesne
celice vnaSamo gene. Z genskim zdravljenjem zdraxgenske bolezni, torej tiste bolezni,
katerih vzrok je okvara gena (Kreft in sod., 2007).

Koncept genske terapije je zasnovan na dejstvus gaenosom genskega materiala v
dolocene celice pacienta poviSamo gensko ekspresijapiramo produkcijo tamih
proteinov ali pa poviSamo nivo antigenov v organizm/ ta namen uporabljamo
plazmidno DNA ali mRNA, ki kodirajo zelen gen ozina protein. Tovrstna nevirusna
genska terapija pa zahteva velike &ole plazmidne DNA, saj staimkovitost in trajanje
genske ekspresije zelo nizki (Quaak, 2009).

Z vnosom plazmidne DNA, ki kodira dalen protein lahko v teoriji dosezemo Stevilne
terapevtske cilje; vnos manjké&gga proteina (insulin pri diabetikih), nadomestitev
poSkodovanih genskih kopij (cistia fibroza) in vnaSanje imunogenosti proti rakavim
celicam, s poviSanjem koncentracijectegga proteina (antigena) (Quaak, 2009). Plazmidi
za gensko terapijo, ki nosijo humane ali nehumaeregso zelo velike molekule, v
primerjavi s proteini (Wang, 2001).
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Ko enkrat dolgdimo Zeleno tafo, lahko skonstruiramo aktivni pDNA farmacevtskogukt
(PDNA API), tako da cDNA Zelenega proteina vstavimplazmidno ogrodje. Cepiva na
osnovi plazmidne DNA vsebujejo dékene osnovne elemente, kot so to mesto ORI, ki je
potrebno za uspesSno razmnozevanje znotraj bakeemsliceE. coli, gen za rezistenco na
dolocen antibiotik, ki omogeéa selekcijop mocan promotor, potreben za ekspresijo v
evkariontski celigipoliadenilacijsko terminatorsko sekvenco, ter nadkonSegenski insert,

ki kodira Zelen antigen (Quaak, 2009).

Plazmidna ogrodja so skonstruirana tako, da strmajaliceléni in  humoralni imunski
odgovor. Plazmidi, ki jih uporabljajo za genskaafgjo pri rakavih bolnikih so narejeni na
podlagi pUC replikona, saj se pojavlja tak vektocelici v velikem Stevilu, kar pomeni
tudi hitro replikacijo. Razlika med pUC in pVAX @midi je ta, da slede vsebuje CMV
promotor, brez introna A. Za GMP proizvodnjo pansed fermentacijo ne sme uporabljati
antibiotika iz druzine ampicilinov, da se izognemoZnim problemom z alergijami na
peniciline. Do problema pride lahko tudi zaradi iseence bakterij na uporabljene
antibiotike. V tem primeru v goji$l ne rastejo le bakterije, ki nosijo plazmid, teshuadi
tiste brez njega. Za GMP proizvodnjo se uporabgaamicin, saj se le redko pojavlja
spontana odpornost na ta antibiotik (Quaak, 2009).

2.3.3.3 Plazmidi kot vektorji za kloniranje

Vektor mora biti dovolj majhna in prilagodljiva nmeiula, njegovo prenaSanje med
celicami pa mora biti relativho enostavno. Zazelgntudi enostavna detekcija prisotnosti
le tega, ter direktna selekcija celic, ki nosijkie. Poleg tega je pomembna Se olajSana
insercija genov v vektor, ter detekcija prisotnogstavljenega gena vanj. Vsem tem
zahtevam se pridruzuje Se enostavno pridobivanjéiStenje veih koli¢in vektorske
DNA. V praksi se tem zahtevam najbolj priblizajoaphidi, ki so tako najwkrat
uporabljeni vektorji. I1zjema so viSji organizmi,ekjse velikokrat uporablja kot vektorje
viruse, ter v primeru ko kemo klonirati zelo velike fragmente DNA in se zato
posluzujemo celotnih kromosomov kot vektorjev (€)&010).

Plazmid ColE1l, ki ga najdemo pri bakterij&h coli, je najSirSe uporabljen vektor v
molekularni biologiji. V celici se nahaja v okro® 4opijah, zaradtesar je dokaj lahko
pridobiti veliko koliino le tega, poleg tega pa se lahko prenasa mezheelv postopku
transformacije. Nekbso kot vektor uporabljali originalno izoliran Cdliplazmid, sedaniji
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plazmidi pa vsebujejo nekaj umetnih izboljSav. @algeni so mu gene za proizvodnjo
kolicina E1, ter dodali gene za rezistenco na ainpiClark, 2010).

Plazmidi se podvojujejo neodvisno od gostiteljev&gamosoma, saj imajo lastno mesto
ORI, ki jim omog@&a, da se njihova replikacija v celici nadaljuje deisno od direktne
kromosomske kontrole. Poleg tega da nosijo genastao replikacijo, so Stevilni tudi
naravni vektorji, saj pogosto nosijo gene, ki dajgostitelju posebne lastnosti. Kot
vektorji za kloniranje pa imajo plazmidi zelo upong lastnosti, kot je to majhna velikost,
ki nam omogoa enostavno izolacijo ter manipulacijo le teh, lrcedn pa so lahko prisotni
v velikem Stevilu, kar omoga amplifikacijo le teh. Nosijo pa tudi zapis zaekeljske
markerje, ki nam omog@ajo detekcijo in selekcijo klonov, ki nosijo plazmi Z
manipulacijo plazmidnega klonirajega vektorja lahko tudi pregieno prenos le tega
med organizmi s konjugacijo, da tako zagotovimold$ko obvladljivost genskega
materiala (Madigan, 2006).

Replikacija plazmidov je lahko kontrolirana s strgostiteljskega organizma, ptemer
dosezemo, da je v celici le nekaj kopij plazmid@ie pa Zelimo vge Stevilo kopij
plazmidov, potem mora biti njihovo podvojevanje apeno. Doseganje ¢gga Stevila
kopij je pomembno pri genskem kloniranju, izbiristjtelja, ki nosi plazmid¢e ha@emo
viSje koncentracije le tega, ter nenazadnje priimdaciji sinteze celinih makromolekul s
pomazjo plazmidne DNA (Madigan, 2006).

2.3.4 pBR322

F plazmid izoliran iz divjega seva baktefij coli je veliko prevelik (skoraj 100 kb), da bi
ga lahko uporabili kot vektor za kloniranje, polega tudi nima tudi dobrih selekcijskih
markerjev. Kljub temu pa so bili prvi vektoriji, &0 jih uporabili za kloniranje prav naravni
izolati. Kmalu so jih nato zamenjali plazmidi ki $wli rezultat in vitro manipulacije,
primer katerega je tudi pBR322, ki se podvojujetejdbakterijE. coli. Ta plazmid nosi
Stevilne karakteristike, zaradi katerih je primevektor za kloniranje. Je relativno majhen
(samo 4361 bp), v celici pa se ohranja v velikeaviit kopij (20-30). Lahko se zelo
namnozi (1000-3000 kopij na celico, priblizno 40 §énoma), s pondgo inhibicije
proteinske sinteze z antibiotikom kloramfenikoloEnostavno se ga lahko izolira v
superzviti obliki, ob uporabi znanih rutinskih téhinVVanj se lahko vstavi primerna
koli¢ina tuje DNA,ceprav vodi vstavljanje velikosti ¥e&kot 10 kb v nestabilnost plazmida.
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Za ta plazmid je znana celotna sekvenca, kar nangofa prepoznavo vseh restrikcijskih
mest. Obstajajo samostojna mesta cepitve zacnazliestrikcijske encime kot npr. Pstl,
Sall, EcoRlI, Hindlll in BamHI, ki zelo poviSajo upmbnost vektorja. Nosi zapis za
odpornost proti ampicilinu in tetraciklinu.V celig@ ga zlahka ustavi s transformacijo ali
umetno transformacijo (Madigan, 2006).

2.3.5 Regulacija biosinteze plazmidov

Najpogosteje uporabljeni plazmidni vektorji so putw ColE1l-podobnega plazmida, za
selektivno amplifikacijo le teh pa mora biti zngtgostiteljske celice dostopnih veliko
dodatnih virov energije. Poleg tega je pomembna, tdd se druge celne aktivnosti
obdrzijo na minimalnem nivoju. En primer iz prakgena primer upéasnitev sinteze
celicnih proteinov, kar lahko dosezemo z dodatkom kldemikola v goji€e, ali pa z
limitacijo aminokislin. Lahko pa to dosezemo tudiizko stopnjo cetine rasti, kar privede
do sprostitve celhega tekmovanja za vire ogljika in energije znotgljce, ter priskrbi
potrebni ¢as za replikacijo pDNA, nat&neje sinhronizacijo tega procesa s @&
delitvijo (Wang, 2001).

Optimizacijske strategije pri proizvodnji plazmidNA gredo v smeri iskanja tgov
kako prisilit makismalno Stevilo bakterij, da bidhale plazmidno DNA, toda v ravno
pravSnjem nizkem Stevilu, da znizamo porabo ererigipranil za ohranjanje le te v celici.
V nasprotnem primeru so ta hranila razpoloZljivaneaaljno sintezo proteinov. Eden
moznih n&inov je vkljutevanje genov za odpornost proti antibiotikom. Bajde ki
nimajo plazmida tako niso zmoZzne rasti na @aji&ki mu je bil dodan antibiotik. Slabost
pa je, da rezistenca ne vodi nujno do produkcigokih titrov plazmidne DNA (Lee in
sod., 1994). Podobno strategijo sta opisala tuelllEr in Skerra (2001), ki sta predlagala
uporabo doléenih avksotropnih sevov, skupaj z plazmidom, ki ikodesencialni
metabolni encim, ki ga sev nima.

Znano je tudi, da lahko viSje koncentracije plaazmidDNA proizvedemo z uporabo
dolocenih gostiteljskih sevove. coli, kot naprimer DH&, DH1, ali C600, ter s
spreminjanjem lastnosti mesta ORI (Summers, 1994hdvly, 2007). Zaklgimo lahko,
da na proizvodnjo plazmidov v bakterij&hcoli vplivajo Stevilni parametri, vkljigno z
gostiteljskim sevom, plazmidno sekvenco, ter podopprocesa (gojie, upravljanje
bioreaktorja). V naSem delu pa smo raziskovali gsech vpliv slednjih.
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2.4 NACINI KULTIVACIJE

SploSno Iéimo med zaprtimi, odprtimi, polodprtimi in polzajpni sistemi kultivacije
delovnih biokultur. Zaprti bioproces je definirantkproces, pri katerem med potekom v
bioreaktor ne dodajamo substratov za rast. Za polodioproces je zr@no dovajanje
substrata — ta je pojmovan kot izvor ogljika aliStka, ki omogoéa rast biomase in
akumulacijo proizvoda. Odprti bioproces pa defindavajanje substrata in odvajanje
proizvoda med samim procesom (Raspor in Smole-MoZi893).

Spreminjanje dimenzij kultivacije pomeni za orgame spremenjeno okolje v katerem le
ta raste. Med okoljske parametre sodijo dostopmoanil, pH vrednost, temperatura,
raztopljena koncentracija kisika, strizne sile, &@miracija raztopljenega ogljikovega
dioksida, ter penjenje. Na prve Stiri parametrewgpinesanje, zadniji trije pa so odvisni od
prezr&evanja in prenosa kisika. Pri prenosu procesa &g mivo pa ni edini problem
doseganje pravilne aeracije in pomesSanja sistempala tudi problemi vezani na razvoj
inokuluma in problemi pri sterilizaciji. Ta dva emetra sta velikokrat razlog za znizanje
produktivnosti (Srivastava, 2008). Kot navaja Mutha(2007) dobimo viSje izkoristke
bakterijskih kultur, ko opazimo pri kultivaciji pgmje.

Homogenost in kvaliteta kénega produkta pri plazmidni DNA funkcija interakcki
nastopijo med gostiteljem, plazmidom in rastnimlgka (Quaak, 2009).

Metabolne aktivnosti znotraj celice so reguliraree v& nivojih, tako zunaj, kot tudi
znotraj celice. BioloSka aktivnost celice je zelmutljiva na dejavnike okolja, ki jim je
izpostavljena. Zaradi te venivojske kompleksne regulacije, je iz inZzenirskegjali€a
najpomembnejSe razumevanje faktorjev hranil in jakolki vplivajo na celini
metabolizem. Zelo pomembno je torej, da vzdrzujerkolje v bioreaktorju primerno za
rast in produkcijo metabolitov celice. Cilj je vemrkonsistentna proizvodnja velikih
koli¢in Zelenega produkta skozi dal&esovne periode. Da doseZzemo ta cilj, se je nagolj$
posluzevat kultivacije celic v bioreaktorju, kjeahko «inkovito nadziramo cetno
aktivnost (Madigan, 2006).

Dogajanje znotraj bioreaktorske posode lahko ocengmpomdjo merjenja fizikalnih,
kemijskih (izvencelinih), biokemijskih (znotrajceinih), ter bioloSkih parametrov. Pri
vseh bioreaktorjih pa se pri kontroli dé#otri osnovne okoljske faktorje: pH, temperaturo
in koncentracijo raztoplienega kisika v gojs Kontrola se izvrSi z regulacijo pretoka
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kisline/baze, pretoka fluid skozi hladilni ptater z meSanjem. Ti trije parametri so zelo
pomembni za optimalno ceéfio aktivnost, sami po sebi pa ne zagotavljajo nma&kie
produktivnosti (Madigan, 2006).

2.4.1 Bioproces z enkratnim polnjenjem

Bioproces z enkratnim polnjenjem predstavlja zastem, kjer se rastni pogoji zaradi
mikrobne aktivnosti rastega organizma, konstantno spreminjaj@&asom (Madigan,
2006). Zaprti bioprocesi so tisti, pri katerih vae® inokulum v sterilizirano ali
nesterilizirano goji&, da bi ga spremenili v uporaben proizvod. Rakinetika biokultur
je pogojena s substratom, njegovo koncentracijorammerji hranilnih komponent v
goji&u. Mikroorganizmi se razmnozujejo do trenutka, ko mgoji za rast &pajo in
pricne koncentracija biomase padattitkovitost biosinteze Zelenega proizvoda pa je ob
organskih in anorganskih induktorjin pogojena tadekoloSkimi parametri rasti, kot so
temperatura, pH-vrednost in ozmotski pritisk (Raspo Smole-MozZina, 1993). Z
naraganjem koncentracije celic pa se spreminja sestabstiata, ter kopijo produkti, ki
so lahko tudi toksni za celice (Levenspiel, 1999). Kljub temu so fiapioprocesi tipéni
za veino danasnjih uspesnih biotehnoloSkih postopkowsfRain Smole-Mozina, 1993).

Dogajanje v bioprocesu z enkratnim polnjenjem lakh&piSemo z masnimi bilancami. Ker
se koncentracija biomase in substrata tekom bi@secspreminja za to uporabimo
diferencialne masne bilance. Tako lahko bilance@m@minjanje koncentracije biomase v
bioreaktorju opiSemo s spodnjo €ha, kjer je X koncentracija biomase, t je process,

K pa specifina hitrost rasti (Podgornik in sod., 2013).

ax _
de

uX . (1)

V fazi pospeSene rasti | postopoma nsma&o doseze velikosti maksimalne speécié
hitrosti rasti (J4hay, govorimo o eksponentni fazi, ki jo opisujemorado

dX

L - (2)

V tej diferencialni enébi ozn&uje X gostoto celic (g/l), dX/dt je trenutna spremnim
prirastka celic «asu in predstavlja hitrost rasti (g/lh). Maksimasgeeciftna hitrost rasti
pa je konstantna med eksponentno fazo, ki je Za sisteem karakteristna. Dokler je phax
konstanten, lahko napiSemo
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Ce nariSemo graf logaritma koncentracije biomaseX)rnv odvisnosti odéasa t, lahko
graficno dol&imo pmay Ki jo na tem grafu predstavlja tangens naklonakiegta premice
(Raspor in Smole-Mozina, 1993).

Koncentracija celic nardad eksponentno &som, in sicer hitrej&im visja je maksimalna
specifina hitrost rasti. Ta je ob optimalnih pogojih kudttije za vsak organizem
specifcna veltina, ki je gensko opredeljena. Prav to pogojujealdinost med vrstami in
mocno odvisnost od izvora ogljika in/ali energije. Zeacun kinettnih parametrov rasti se
uporabljajo enébe, ki najenostavneje opisujejo rast mikroorganiznimo sicer

InX=u=*t)+InXo - (4)

Iz nje lahko izrazimo u

In X—In X0
p= R (5)
Mikrobna rast je definirana kot poviSanje Steviklic znotraj populacije. Poznavanje
specifiéne hitrosti rasti populacije je uporabno pri optiagiji kultivacije dol@ene kulture
za dol@en organizem ter za testiranje pozitivnega ali hegega winka dola@enih
tretiranj bakterijske kulture (Madigan, 2006).

Ko inokuliramo mikrobno populacijo v sveze gopsse priine rast po preteku dalenega
casa.Ce prenesemo kulturo, ki je v eksponentni fazi ragthako gojige, z enakimi pogoji
rasti, se lag faza ne pojavi, ampaképe kultura takoj z eksponentno rastjoe pa
inokulum vzamemo iz stare kulture (ki je v staciomdazi rasti), in ga prenesemo v isto
goji&ke, se lag faza navadno pojavi, teei so vse celice v inokulumu viabilne. Do tega
pride, ker so celice &pane razlinih esencialnih konstituent in potrebuj€gs za njihovo
ponovno (re)sintezo. Zaradi spremembe kompletovnemg pride do lag faze tudi ko
prenesemo populacijo iz bogatega kultivacijskegpS¢m, v revnejSe (Madigan, 2006).
DolZina lag faze je odvisno od sposobnosti biokeltwla prilagodi svoj encimski sistem
novo nastalim razmeram v okolju. V industrijskifofpiocesih se ta faza&ee z vnosom
inokuluma, ki obsega okrog 1 do 5 % delovnega volarbioreaktorja. Fazo prilagajanja
lahko matematho opisemo s spedifio hitrostjo rasti, ki se giblje okroga{n = 0 K
(Raspor in Smole-MozZina, 1993). Kot navaja Madi¢2006), je hitrost eksponentne rasti
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kulture odvisna od pogojev v okolju (temperaturas@stava kultivacijskega gaj&), ter
genetskih karakteristik posameznega organizmabi&procesu z enkratnim polnjenjem je
eksponentna rast omejena. Po delemcasu se ptinejo porabljati hranila, ter kopti
stranski produkti rasti, ki le to inhibirajo, takm@rganizem vstopi v stacionarno fazo rasti.
Za to fazo je znalno, da ni prirasta oz. padca v Stevilu celic. @®ojse t.i. fenomen
kripti¢cne rasti, ko nekatere celice v populaciji rastejedtem ko druge odmirajo, kar ima
za posledico konstantno Stevilo celic. Celice agnzive, njihov metabolizem se
nadaljuje, ne naraa pa vé Stevilo celic. V primeru Sarzne kultivacije lahkoncentracija
hranil vpliva tako na hitrost rasti, kot tudi n&azistek. Pri zelo nizkih koncentracijah
hranila je rast zmanjSana, najverjetneje zatoskenranila ne uspejo transportirati v celico
dovolj hitro, da bi zagotovila potrebe metaboliz(iveadigan, 2006).

Ko pricnejo nakopieni metaboliti ali pomanjkanje hranil (izvor oghikdusika, kisika...)
ovirati normalno eksponentno rast, secrma faza pojemaje rasti. To zakonitost
bioprocesov je ze leta 1943 ovrednotil Monod zzara (Raspor in Smole-Mozina, 1993):

M = Hnax (S (Ks + S)) ... (6)

Kot navaja Quaak (2009), naj bidgeo plazmidne DNA proizvedli med fazo reducirégo
rasti. Ko se nivo rasti ugasni, je celina metabolna aktivhost navadno nizja, kar pomeni
ve¢ dostopnih hranil in energije za plazmidno replijac Nadaljnje pa prisotnost
plazmidne DNA zniZa nivo rasti in donos biomaseadapoviSanih potreb po energiji za
ekspresijo selekcijskega gena. Pri kultivaciji neesalniku in bioprocesu z enkratnim
polnjenjem imajo mikroorganizmi omejeno dobavo firararadicesar dobimo na koncu
bioprocesa nizjo vsebnost superzvite oblike plan@ibNA, ce le tega vodimo predolgo.

2.4.2 Bioproces z enkratnim polnjenjem in dohranjeanjem

To je n&in gojenja s spremenljivim volumnom tekoe zato, ker med bioprocesom v
bioreaktor s tokom F dodajamo (samo) substrat. ij@jegnemo Sarzno in v primernem
trenutku prénemo z dohranjevanjem, é¢hjno s konstantnim pretokom. Tacmagojenja
ima aitne prednosti pred bioprocesom z enkratnim pojejan Omogdéa nam kontrolo
bioprocesa in s tem metabolizma s primerno izbiretgka in koncentracije limitnega
substrata v napajalnem toku teretnih pogojev. Prav tako je produktivnost takSnega
bioprocesa wga, Se povéamo pa jo lahko s ponavljanjem tega procesa tak@odsterilni
izpraznitvi ohranimo del gojé& in prcnemo z dohranjevanjem (Pavko, 1996).
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Plazmidi se sprostijo, ko se celice prilagodijonuao okolje, to je po tem, ko se primarni
nutrienti porabijo. Pri bioprocesu z dohranjevanjsuistrata, pa dosezemo viSje nivoje
rasti bakterijske kulture, ter konstantno vsebsogier zvite oblike (Quaak, 2009).

Substrat, s katerim dohranjujemo je pogosteje sladkot pa goji&e v katerem gojimo
kulturo. Koncentracija le tega mora biti kar se \daoka, dacim manj vplivamo na
poviSanje volumna med dohranjevanjem. Najpogostejaiporabljagjo med 30 in 50 %
sladkorne raztopine. Za tadma gojenja se odkamo iz dveh glavnih razlogov. Limitacija
s substratom omoga kontrolo hitrosti reakcij, simer se lahko izognemo inzenirskim
omejitvam povezanim z ohlajanjem goasin prenosom kisika, ter tudi neke vrste kontrolo
metabolizma, imer se lahko izognemo katabolni represiji in »eftlewu« sladkorjev
(Enfors, 2010).

2.4.3 Gojenje kultur na stresalniku

Eksperimenti na laboratorijski ravni se navadnéneg v erlenmajericah, ki pa imajo to
slabost, da kljub stresanju na stresalniku ne izjgga dovolj dobrega fermentacijskega
potenciala za mikroorganizem in njegov medij, pssha zaradi slabih karakteristk
aeracije, ki so vezane na te posode. ViSjo konaeir raztopljenega kisika v mediju
doseZzemog¢e uporabimo erlenmajerce z utori, vendar pa la faimerljiva z aeracijskimi
pogoji v fermentorju. Za Studije na manjSem nivago zato primernejSi majhni
laboratorijski fermentorji, volumna od 1 do 10 &f litrov, saj so tam pogoji aeracije in
pomesSanja bolj podobni fermentorjem, ki se upoegdly proizvodn;ji (Srivastava, 2008).

Eksperiment lahko poteka v posebnih erlenmajerisastransko roko, v katerih med
poizkusom merimo optno gostoto, ne da bi pri tem dili vzorec ali kakorkoli vplivali na
dogajanje v sistemu. Bioproces spremljamo z mesjanppténe gostote skozi stransko
roko v spektrofotometru pri 660 nm. Meritve ponawjo v 30-minutnih presledkih, dokler
kultura ne doseZe stacionarnega stanja (RaspanoieSMozina, 1993).

2.5 IZOLACIJA PLAZMIDNE DNA
2.5.1 Neistoée

Kakovost in varnost farmacevtskih produktov na esmbazmidne DNA, namenjenih za
klinicne preizkuse, dot@jo evropske in ameriSke smernice, ki veljajo zdivak
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farmacevtske tinkovine in zdravila, namenjena za injiciranje. Bfmvajo se pripokala,
ki jin izdajajo sledée organizacije; EMEA, FDA, ICH, ter WHO. S tem ddasda tudi
postopek dobre proizvodne prakse (cGMP), ki tremuielja na podrgu proizvodnje
plazmidne DNA (Faucher, 2003).

Preglednica 2: Zahteve za produkte &ediin genske terapije (Faucher, 2003)

Zahteva po specifikacijah Vrednost

Procent doldene fizéne oblike, sc oblike >90 %

Ostanki DNA gostiteljske celice <5 % oz < 0,05 mg/plazmida
Ostanki RNA gostiteljske celice <4 % 0z< 0,04 mg/mg plazmida
Ostanki proteinov gostiteljske celice <0,5%

Endotoksini (LPS) < 10 EU/mg plazmidne DNA

*podatki se med posameznimi organizacijami nekoléaikujejo.

Takoj za proteini so ribonukleinske kisline, drugajbolj zastopane makromolekule v
aktivno rastoi celici. V nasprotju z RNA molekulami predstavhajako DNA molekule
relativno majhen delez frakcije bakterijske celiSeha teza aktivno ras celice bakterij
E. coli, zna3a povptmo 2,8 x 102 g, skupna teZa (70 % vode) pa znasa 9,5 ¥ 0
(Madigan, 2006).

Preglednica 3: Sestava prokariontske celice (Niettha Curtiss, 1996)

Molekule Suha teza (%)
Vse makromolekule 96
Proteini 55
Polisaharidi 5
Lipidi 9,1
Lipopolisaharidi 3,4
DNA 3,1
RNA 20,5
Vsi monomeri 3
Amino kisline in prekurzorji 0,5
Sladkorji in prekurzorji 2
Nukleotidi in prekurzorji 0,5

Anorganski ioni 1
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Kot so ugotovili Silva in sod. (2008), lahko ami#cija plazmidne DNA vodi do viSjih
specifinih donosov le te, kar pomeni tudi nizji procenu&hih kontaminantov prisotnih v
lizatu bakterij E. coli, kot so to RNA, denaturirana genomska DNA, protein
lipopolisaharidi.

W v

P-4

visoko molekularna RNA in razine oblike razgrajene plazmidne DNA, zaradi podobnos
v fizikalnih in kemijskih lastnostih. Postopé&iScenja morajo zagotoviti 99,9 % odstranitev
vseh neisto¢ (Podgornik in sod., 2013).

Ekstrakcija DNA iz rastlinskih, zivalskih in bakiskih celic zahteva sprostitev vsebine
celice v raztopino. Ker so bakterije eno¢eii organizmi in posledno ne vsebujejo
nobenih vezi, ma®be, raznih tkiv in podobnega, je tu ekstrakcijafOMlativno lahka.
Pri postopku je najprej potrebno razgraditi baks&d celtno steno s ponégo lizocimov,
ter nato s pom#o detergentov raztopiti lipide célie membrane. Da odstranimo kovinske
ione, ki povezujejo skupaj komponente zunanje meamdyr uporabimo predvsem pri G
bakterijah kelirajée agense, kot recimo EDTA. Vsebina celice, W z DNA se nato
sprosti v raztopino in napregisti v sledeih korakih (Clark, 2010).

V sploSnem se z&iScenje DNA molekul uporabljata centrifugacija in ekgcija z
organskimi topili. Pri centrifugaciji takega vzorse DNA in nekatere druge g&e
komponente celice, zaradi visokih hitrosti in cduatacijske sile, posedejo na dno
centrifugirke. Fragmenti celne stene, skupaj s Se Stevilnimi drugimi topnimi
komponentami, pa ostanejo v raztopini in se jihonaavrze. Se vedno je tu vmes
pomesSanih veliko proteinov in RNA molekul, ki pa savadno odstranijo s kemijskimi
postopki. En primer le tega je fenolna ekstrakcgakatero lahko iz vzorca DNA
odstranimo preostale proteine. Da se izognemo fenekstrakciji, pa se lahko
posluzujemo tudi kromatografskih metod, ki temeljija kolonah, na katerih so vezani
delci, ki selektivno vezejo DNA molekule, brez ps&dih celénih komponent (Clark,
2010).



Stant& M. Optimizacija pridobivanja razino velikih plazmidov v bioreaktorju 32
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSKakulteta, Studij biotehnologije, 2014

2.5.2 Alkalna liza

Za bakterijsko lizo in nadaljnj&iScenje DNA se v osnovi uporabljajo tri metode; allealn
liza, metoda s segrevanjem in uporabo lizocimantetoda z uporabo tritona in lizocima.
Zadnji dve imata Stevilne kréthe korake, kot na prime&as segrevanja, delovanje lizocima
in hitrost centrifugiranja. Zaradi teh lastnosti toge niso primerne za Stevilne rodove
bakterij, ki so denimo atutljivi na segrevanje (Mulhardt, 2007).

Pri alkalni lizi doseZzemodinkovito odstranjevanje DNA, saj pride v zelo akain okolju
do denaturacije le te. Po nevtralizaciji se obeigveplazmidne DNA hitro ponovno
hibridizirata, medtem ko ostane velikocjee kromosomska DNA enoverizna in precipitira
(Mulhardt, 2007). Metodo sta opisala Birnboim inl{p¢1979) in temelji na selektivni
alkalni denaturaciji kromosomske DNA, medtem kaaostkovalentno zaprta krozna DNA
dvojno ovita. V ozkem obntgu pH vrednosti (med 12,0 in 12,5), pride do derstije
linearne oblike DNA, préemer ostane super zvita oblika plazmidne DNA nepd&kana.
Metoda je dovolj preprosta, da dovoljuje analizéilvenajhnih vzorcev naenkrat, ter hkrati
zagotavlja dovolgisto obliko plazmidne DNA, da jo lahko razgradimaestrikcijskimi
encimi, ali uporabimo za transformacijo celic.

Najprej je potrebno celice zaradi ¢égle stene tretirali z lizocimom, ter jih nato popmwima
lizirali z uporabo natrijevega dodecil sulfata (S NaOH. Z izbiro ustreznega razmerja
med koltino NaOH in kol€ino celine suspenzije, se doseze primerno pH vrednost za
alkalno lizo, kjer pride do selektivne denaturackeomosomske DNA. Nato sledi
nevtralizacija lizata z natrijevim acetatom, koderido renaturacije kromosomske DNA in
tvorbe skupkov. Hkrati povzio visoka koncentracija natrijevega acetata preaqyjd
kompleksov protein-SDS in RNA molekul visoke molkdke teZze. Na ta &an pride do
precipitacije treh glavnih makromolekul, ki so gk@akontaminanti v tem procesu in se jih
nato naprej dokaimo odstrani s centrifugacijo. Plazmidno DNA (tetates RNA z nizko
molekulsko maso) nato iz supernatanta izolirajo angEjo etanolne precipitacije
(Birnboim in Doly, 1979).

V zakljuénih procesih pa se lahko v koraku pfigdenja posluzujemo tudi precipitacije s
soljo. Kot navajajo Zhong in sod. (2011), je glawramen precipitacije s kalcijevim
kloridom odstranjevanje RNA molekul visoke molelkdseze, saj le te motijo nadaljnje
¢is¢enje plazmidne DNA, z anionsko-izmenjevalno krorgeadijo. Da dobimo dovolj
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visoke koltine superzvite oblike plazmidne DNA in da odstramive& kot 89 % RNA, je
dovolj ze,ce uporabimo 0,13 M raztopino kalcijevega klorid® (B sod., 2007).

2.6 TEKQCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOCLJIVOSTI

Kromatografska analiza je postopek, kjer najpréjnim posamezne komponente vzorca in
jih nato zaznamo z ustrezno detekcijo, s ciljemlilatvne ali kvantitativne dol&tve
(Zorz, 1991). Posamezne komponente se med sehggjo na podlagi razihih afinitet
do stacionarne in mobilne faze (Anderluh in so6Q09).

lonsko izmenjevalna kromatografija deluje na ppociizmenjave med nabitimi
molekulami v vzorcu z ioni v mobilni fazi, ki tekr@jo za vezavo na ustrezno (praviloma
nasprotno) nabite funkcionalne skupine stacionéare ionskega izmenjevalca. Ta vezava
je reverzibilna. Elucijo dosezemo s spremembo pHoakke jakosti pufra. Posledica je
postopna desorpcija posameznih molekul, kar je ssaviod njihovih elektrokemijskih
lastnosti (Anderluh in sod., 2009).

V praksi skuSamo dos&ecim boljSo separacijo ¥im krajSemcasu, z optimizacijo vseh
parametrov in komponent kromatgrafskega sistemaja Mgptimalnosti je po navadi
dolocena z zmogljivostjo opreme in pritiska na kolond(Z, 1991). Z razvojem mehansko
izredno odpornih nosilcev igrpalk, ki lahko ustvarijo velike delovne pritiskege je
uveljavil nov tip kromatografije, imenovan tekoska kromatografija visoke ¢givosti, ali

s kratico HPLC. Sistem deluje pri tlaku do 10 Mi#iapka stopnja pretoka pa sili mobilne
faze skozi kolono, da dobimo hitrocleev v Sirokem obmgu, zaradi manjSe velikosti
delcev. HPLC se odlikuje z izredno velik@liozostjo in okéutljivostjo (Anderluh in sod.,
2009).

S to tehniko lahko kujemo snovi na osnovi adsorpcije, porazdelitveskaenizmenjave,
velikosti molekul in bioloSke afinitete, na noskicin v kolonah, ki zdrze velike delovne
pritiske. Uporabljamo jo tako za preparativho debd tudi za kvalitativne in kvantitativne
analizne separacije. Uporabljajo se stacionarne fam in enakomerne granulacije, ki
dajejo dobre lditve in prenesejo visoke tlake, ki so potrebni zsabhanje zadovoljivih
pretanih lastnosti mobilne faze (Lunder, 2007).

PoloZaj posameznega vrha opredeljujejo retencijskiadrzevalnic¢asi, ki nam povedo
koliko casa se je neka snov v koloni zadrzevala in kakemazanere, pri katerih se snov
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spere iz kolone. Za neko snov lahko predvidimo,jeddista takrat, kadar je njen vrh
simetren in dobro I¢éen od drugih vrhov. Vsaka druga oblika vrha zahtastrezno
spremembo metode (kolone, mobilne faze, temperdtotgine nanosa, itd.) (Anderluh in
sod., 2009).

HPLC se v glavhem uporablja kot adsorpcjska alskmnizmenjevalna kromatografija za
locevanje majhnih molekul, kot so to peptidi, aminbkis, ogljikovi hidrati, tRNA ter
druge organske molekule. Prednost analitskih #itvenih tehnik HPLC pred kla&no
kromatografijo je v kratkih¢asih Icitve, veliki ponovljivosti in visoki obutljivosti
detekcije (Anderluh in sod., 2009). Zaradi teh asti in Siroke uporabnosti je HPLC
tehnika trenutno najSirSe uporablijena izmed vsegdarseijskih tehnik (Skoog in sod.,
2002).
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3 MATERIALI IN METODE
Laboratorijsko delo v okviru magistrskega delalpsegalo tri sklope.
a) MikrobioloSki

Kulture, ki so bile prej zamrznjene v vialah smoceaili na predhodno razlito trdno
goji&ke. Liofilizirane kulture smo po odprtju kapsule pesli v tekée goji€e LB bujon.
Vse vzorce smo nato tudi shranili v mikrobioloSkarko na Biotehniski fakulteti.

b) Bioprocesni

Seve transformirane s plazmidno DNA raazih velikosti smo gojili na stresalniku, ter v
bioreaktorskem sistemu. Med tem smo spremljali mika rasti s sprotnim merjenjem
opticne gostote. Pri gojenju na bioreaktorskem sistema spremlijali dinamiko rasti z
merjenjem optine gostote in-line, kot tudi off-line. Poleg tegacs dobili Se podatek o
spreminjanju pH vrednosti med bioprocesom, ter katraciji kisika.

c) Molekularno-bioloski

Iz vzorcev odvzetih v razihih ¢asovnih razmakih med spremljanjem bioprocesov, smo
izolirali plazmidno DNA po postopku alkalne lizeogavje 3.2.8).

d) Analitski

Za analizo koncentracije plazmidne DNA v vzorcitveetin znotraj raztinih casov med
bioprocesi, smo se posluzevali HPLC metode (pogl8\2.10).

3.1 MATERIALI
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili spodajatesh opisane materiale.
3.1.1 Bakterijski sevi in plazmida DNA

Pri delu smo uporabili pet razhiih sevov bakterij vrstg. coli, ki so predstavljeni v tebeli.
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih plazmidov

Ime KataloSka Velikost Marker Gostiteljski sevi
plazmida Stevilka (kb)

pAK1003 DSM 8878 7,1 ApKm' E. coli K12 J53
Yepl3 DSM 4887 10,7 ApTc E.coli K12 MC1066
pSRW25 DSM 7023 12,6 Kipirc E. coli K12 J53
R6K DSM 4245 39,4 ApSni E. coli K12 J53
R702 DSM 4247 69,7 KinSni, Sg, SU, Tc, Hd  E. coli K12 J53-2

* Podatke smo pridobili od proizvajalca plazmidoemske zbirke mikroorganizmov in galih kultur.
3.1.2 Rastna goji&a za bakterije vrsteE. coli

Za revitalizacijo in spremljanje rasti baktef. coli, smo pri eksperimentalnem delu
uporabili sledéa goji€a, ki smo jih pripravili po navodilih proizvajalca.

3.1.2.1 Trdno goji& Luria Bertani - Agar

Trdno goji€e Luria Bertani - Agar (LB-A) (Bertani, 1951) smagravili tako, da smo 10
g NaCl, 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta2€g agarja (2 % w/v vsebnost agarja)
raztopili v 1 | deionizirane vode. Sledila je slieacija pri 121 °C, tlaku 1,1 bar, 20 minut.
Po sterilizaciji smo p&akali, da se je gojt& ohladilo na okoli 50 °C in nato sterilno dodali
ustrezno koliino antibiotikov, ter goji& razlili v petrijeve plo&. Gojife smo nato do
uporabe hranili pri temperaturi 4 °C.

Preglednica 5: Sestava trdnega d@jiEB-A

Sestavina Koncentracija v gojigu (g/l) Proizvajalec
NacCl 10 Merck, Nertija
Tripton 10 Merck, Nerja
Kvasni ekstrakt 5 Biolife, Italija
Agar 20 Biolife, Italija
dH,O do1ll

3.1.2.2 Tekoe goji€e Luria Bertani bujon

Bakterijsko kulturo smo gojili v telkk@m gojig€u Luria Bertani bujon (LB-B) (Bertani,
1951), ki smo ga pripravili tako, da smo 10 g N&ktl,g triptona in 5 g kvasnega ekstrakta
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raztopili v 1 | deionizirane vode in steriliziralllako pripravljeno goji& smo hranili pri
temperaturi 4 °C. Pred uporabo smo nato v gejidodali doldene koltine ustreznih
antibiotikov.

Preglednica 6: Sestava teékga gojiga LB-B

Sestavina Koncentracija v goji§u (g/l)  Proizvajalec
NacCl 10 Merck, Nertija
Tripton 10 Merck, Nerja
Kvasni ekstrakt 5 Biolife, Italija
dH,O do1ll

3.1.3 Raztopine antibiotikov

V preglednici so navedeni antibiotiki, ki smo jitodhli goji&¥em, za selekcijo Zelenih
sevov bakterijE. coli. Antibiotike smo izbirali na podlagi plazmidov, kmo jih hoteli
izolirati iz bakterij.

Preglednica 7: Uporabljeni antibiotiki

Antibiotik Koncentracija v gojis ¢u (ng/ml) Proizvajalec
Ampicilin 50 Sigma, Nenidija
Kanamicin 50 Sigma, Neniija

Po sledéem protokolu smo pripravili zaloZzno raztopino aittilikov. Zatehtali smo 500
mg ampicilina, ter ga raztopili v 10 ml ¢@. Enako smo zatehtali 500 mg kanamicina, ter
ga raztopili v 10 ml dbD. Raztopino smo prefiltriratiez filtre z velikostjo por 0,2 um.

3.1.4 Pufri in raztopine
Pufre smo potrebovali za izolacijo plazmidne DNAyostopku alkalne lize.

3.1.4.1 Pufer 50 mM TRIS in 10 mM EDTA, pH 8,0
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Preglednica 8: Sestavine za pripravo pufra

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec

Tris baza 6,07 Sigma, Neija

EDTA 2,92 Sigma — Aldrich, Ne#ja
dH,O do1ll

NaStete sestavine smo zatehtali v 100@&sb, dodali vodo do oznake 900 ml, ter mesali
na megnetnem mesalu, da so se sestavine vidn@itaztdato smo z uporabo pH metra
dolccili pH vrednost, ter le to uravnali na pH 8,0, zotgbo 5 M NaOH. Na koncu smo
dolili Se vodo do oznake 1000 ml.

3.1.4.2 Raztopina 0,2 M NaOH in 1 % natrijevegaaildsulfata

Preglednica 9: Sestavine za pripravo raztopind/DNaOH in 1% natrijevega dodecil sulfata

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec
NaOH 8 Merck, Nefija
SDS 10 Sigma, Netija
dH,O do1ll

NaStete sestavine smo zatehtali v 100@asb, ter dodali vodo in meSali na magnetnem
meSalu, da so se sestavine vidno raztopile.

3.1.4.3 Raztopina 3M kalijev acetat, pH 5,5

Preglednica 10: Sestavine za pripravo raztopinekaljevega acetata, pH vrednost 5,5

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec
Kalijev acetat 294,45 Sigma, Neéfa
dHO do1ll

V 1000 mi¢aSo smo zatehtali ustrezno Ratio kalijevega acetata, dodali vodo do oznake
900 ml, ter meSali na magnetnem mesSalu, da sd jedw raztopila. Nato smo z uporabo
pH metra doleili pH vrednost, ter le to uravnali na pH 5,5, zorgbo 0,5 M HCI. Na
koncu smo dolili Se vodo do oznake 1000 ml.
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3.1.4.4 Raztopina 4M CaCl2

Preglednica 11: Sestavine za pripravo raztopine@d@I|2

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec
CaCb 443,96 Sigma, Netija
dH,O do1ll

V 1000 mI¢aso smo zatehtali ustrezno kKalio kalcijevega klorida, ter dodali vodo in
mesSali na magnetnem mesSalu, da se je sol vidnopiget

3.1.5 Priprava mobilnih faz za tek@&insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti

3.1.5.1 Mobilna faza A; 50 mM Tris, 10 mM EDTA, I¥6NaCl, pH 7,2

Preglednica 12: Sestavine za pripravo raztopinedsailno fazo A

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec
Tris baza 6,07 Sigma, Neija
EDTA 2,92 Sigma, Netija
NacCl 87,66 Merck, Netiija
dH,O do1ll

NaStete sestavine smo zatehtali v 100@&sb, dodali vodo do oznake 900 ml, ter mesali
na megnetnem mesalu, da so se sestavine vidn@itaztdato smo z uporabo pH metra
dolccili pH vrednost, ter le to uravnali na pH 7,2, zotgbo 5 M NaOH. Na koncu smo
dolili Se vodo do oznake 1000 ml. Tako pripravljematopino smo filtrirali skozi filtre, z
velikostjo por 0,2 pm.

3.1.5.2 Mobilna faza B; 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pt2

Preglednica 13: Potrebne kemikalije za pripravéoine

Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec
Tris baza 6,07 Sigma, Neéija
EDTA 2,92 Sigma, Netija
dH,O do1ll

* Raztopino pripravimo po istem postopku, kot mobilapo A, le da tu ne dodamo soli.
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3.1.6 Laboratorijska oprema in pribor

Preglednici 14 in 15 prikazujeta uporabljeno labarigsko opremo ter materiale.

Preglednica 14: Uporabljena laboratorijska oprema

Naziv Proizvajalec
Avtoklav Sutjeska, Jugoslavija
Avtoklav 5075 ELVC Tuttnauer, ZDA

Avtomatske pipete 200 ul, 1000 plin 10 ml GilsBrancija

Bioreaktorski sistem Techfors-S Infors HT, Svica
Brezprasna komora Iskra, Slovenija
Centrifuga Sigma, ZDA
Digestorij Iskra, Slovenija
Fotometer MA 9510 Iskra, Slovenija
Hladilnik Gorenje, Slovenija
Horizontalna agarozna elektroforeza PharmaciagBlot

Komora za fotografiranje gelov Gel Doc 1008i0-Rad, ZDA
UV Gel Documentation system

Ledomat

Magnetno mesalo Rotamix 550 MMH Tehtnica, Slovenija
Magnetno mesalo ICA, ZDA

pH meter Mettler toledo, ZDA

Programski paket Bionumerics za obdelavo Applied Maths
gelov 3
Programski paket IRIS Bioprecess Control Infors HT, Svica
Software

Sistem za kromatografijo visokeclpvosti Knauer, Neniija
Stresalnik Multitron Infors HT, Svica
Stresalnik Vibromix 403 Tehtnica, Slovenija
Tehtnica, analytic Sartorius, Néija
Tehtnica, exelence Sartorius, Néja
Termostat s cirkulacijo hladilne tetioe, LKB - Pharmacia
2219, Multitemp 11,

Vakuumskarpalka Sartorius, Nedija
Vrtinénik IKA, ZDA

Zamrzovalnik (-20 °C) LTH, Slovenija
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Preglednica 15: Splo3ni laboratorijski material

Naziv

Proizvajalec

Filtri Chromafil; 0,45 um pore
Erlenmajerice s stransko roko, 150 mi
Injekcijske brizgalke

Merilni valji

Mikrocentrifugirke, 2 mi

Mikrotitrske plogice P96

Nastavki za pipete 200 pl, 1000 pl in 10ml
Parafilm »M« PM 992

Plasttne filtrirne naprave

Plastilne mikrocentrifugirke 15 ml in 50 ml
Steklene filtrirne naprave

Sterilne petrijeve plag

Sterilne plastine cepilne zanke

Viale

GVS, ZDA
Scott DuNamija
BD plastipak
Eppendorf, Netija
TPP, Svica
Eppehdeentija; Gilson, Francija
American National Can, ZDA
TTP, Svica
TTP, i€
Sartorius, N&ja
Labortehnika Golias, Slovenija
Labortehnika Golias, Slovenija
Supelco, Sigma-Aldrich, Netna

Laboratorijske steklenice 100 ml, 250 ml, 500Simax,Ceska in Duran, Netija

ml in 1000 ml
Steklene pake

3.1.7 Reagenti

V spodniji preglednici so predstavljeni vsi reagekitsmo jih uporabili pri delu.

Preglednica 16: Uporabljeni reagenti

Ime reagenta Proizvajalec

Agar Biolife, Itaija

CaCl2 Sigma - Aldrich, Netija
Etanol (70%, 96%) Merck, Netija
Glukoza Merck, Nerija

Kalijev acetat
Kvasni ekstrakt

Biolife, Italija

Sigma — Aldrich, Nefifa

»selabuje«
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»nadaljevanje preglednice 16. Uporabljeni reagenti«

Ime reagenta Proizvajalec

NacCl Merck, Nentija

NaOH Merck, Nengija

Tripton Merck, Nengija

Trizma baza Sigma — Aldrich, Ner@ja
SDS Sigma — Aldrich, Ner@ija
3.1.8 Kolone

Pri analitski HPLC metodi smo uporabili CIM DEAE s#li monolitne kolone (Bia
Separations).

3.2 METODE
3.2.1 Priprava delovne banke in shranjevanje bakteyvrste E. coli v zbirko

Iz nemske zbirke mikroorganizmov in cglih kultur (DSMZ) smo prejeli pet razhih
sevov bakteriE. coli, s petimi razkino velikimi plazmidnimi DNA molekulami, ter z njimi
postopali naprej po navodilin proizvajalca. Tri egki smo jih prejeli v vialah, smo s
cepilno zanko prenesli na trdna LB-A goasz ustreznimi antibiotiki, ter jibkez n@& gojili

v inkubatorju, pri 37 °C. Naslednji dan smo izbiadionijo, ter jo precepili v tekee LB-B
goji&ke z dodanim ustreznim antibiotikom (kKo koncentracija v gojsi 50 pg/ml), ter
gojili kulturo na stresalniku, pri 37 °C in 220 ymin. Ko smo dosegli Ofgo vet kot 0,7,
smo kulture shranili v zbirko na faksu, ter za namm@asSega eksperimentalnega dela. V
ozna&eno vialo smo k 1200 ul kulture dodali 300 pl glate, ter zamrznili alikvote 1 ml
na -80 °C.

Dva seva, ki smo jih prejeli v liofilizirani oblikpa je bilo potrebno najprej rehidrirati.
Liofilizirani kulturi smo po odprtju kapsule prerieg tekoce goji&e LB bujon, ki smo mu
dodali ustrezen antibiotik. Kulturi sta rastli n@esalniku pri 220 vrt./min in temperaturi
37 °C. Tudi ti dve kulturi smo naslednji dan shhami zbirko, ter za namene naSega
nadaljnjega dela, na temperaturo -80 °C.
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3.2.2 Namnozitev biomase za vcepek

Vcepek za gojenje bakterijske kulture v bioreaktogmo po navodilih proizvajalca,
pripravili v 1000 ml erlenmajericah z utori, s 500 tekatega gojiga LB-B, ki smo mu
dodali 500 pl ustreznega antibiotika. V gégssmo iz zamrznjene kulture iz zbirke, s
pipeto prenesli 100 ul kulture bakterij vréEecoli, z ustreznim plazmidom. Kulturo smo
od 17 do 24 ur inkubirali na stresalniku, pri temgteri 37 °C in 220 vrt./min.

3.2.3 Gojenje bakterijske kulture na stresalniku

Plo&o stresalnika smo prilagodili tako, da smo lahkd5@ ml erlermajericah s stransko
roko ista&asno gojili vseh pet sevov. Pogoji gojenja so talivsak poizkus razini in so

navedeni posebej v poglavju rezultati.

3.2.4 Gojenje bakterijske kulture v bioreaktorju

Po recepturi (Bertani, 1951) smo pripravili 20 hosnega LB-B goji&, za kultivacijo
baktrerij E. coli, ter izvedli sterilizacijo po standardnem postopkibioreaktorski posodi
(121 °C, 30 minut). V primeru bioprocesov z dohemanjem, smo pripravili Se 5 |
raztopine ustreznih hranil, ki smo jih sterilizirabsebej v avtoklavu. Naslednji dan, ko je
bilo goji&e ohlajeno, je sledila inokulacija steriliziranegajis¢a, kjer smo s ponipo
gorilnika zagotovili aseptne pogoje. Med bioprocesom smo v posebne plasgpruvete,
vsako uro vzdfili 40 ml vzorca. Po dokitvi opticne gostote, smo vzorec shranili v
hladilnik, za kasnejSe analize. Dogajanje v bioteqk smo spremljali s pond »in line«
merjenja optine gostote in pH-vrednosti brozge, ter koncenteaeirtopljenega kisika.

3.2.5 Merjenje optiéne gostote vzorcev

Po vsakem vza@enju smo spremljali spreminjanje koncentracije kase) s pomijo
merjenja optine gostote, pri valovni dolzini 650 nm. Spektrofowier smo pred
merjenjem nilili z uporabocistega gojisa.

3.2.6 Doldanje koncentracije mokre biomase vzorcev

40 ml bioprocesne brozge smo centrifugirali v stalit in oznagenih centrifugirkah, 10
min pri 12000 vrt./min. Supernatant smo zavrgliprbaso pa dobro sprali z destilirano
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vodo in odstranili preostanke gaj& Sediment smo nato stehtali, ter od dobljene mase
odsteli maso prazne centrifugirke. Razlika na kgeqoredstavljala maso mokre biomase.

3.2.7 Litev celic od goji¥a s centrifugiranjem

40 ml goji€a z bakterijsko kulturo smo n&ib v centrifugirke in centrifugirali 10 minut
na 12000 vrt./min, pri temperaturi 4 °C. Supernatano zavrgli, bakterijsko biomaso pa
stehtali in izvedli alkalno lizo.

3.2.8 Alkalna liza celic

Alkalno lizo smo izvedli po prilagojenih metodah, do jih vpeljali Birnboim in Doly
(1979), ter Smrekar in sod. (2010). Centrifugirkajromacaso, v kateri se je nahajala
predhodno scentrifugirana biomasa, smo postaviledaNato smo dolili WasSo na vsak
gram biomase 10 ml raztopine Tris pufer (50 mMMEDTA (10 mM), pH = 8,0, ki je bil
predhodno ohlajen na 4 °Ca3o smo postavili na magnetno mesalo in mesaliedokl
nismo dobili homogene suspenzije. Medtem smo prifpravezo raztopino 0,2 M NaOH

in 1 % natrijevega dodecil sulfata (SD€R30 smo iz magnetnega mesala prestavili spet
na led, kjer smo ob meSanju s steklen@kmaldodali 10 ml/g biomase, sveze pripravljene
raztopine NaOH (0,2 M) in SDS (1 %), ter pustiatshataino 5 minut.

Ob meSanju s stekleno pkb smo nato dodali Se 10 ml/g biomase 3 M raztopine
kalijevega acetata, s pH vrednostjo 5,5, ki jeppddhodno v zmrzovalniku. Nato smo 3
minute mesSali in dodali raztopino CaCtlo koncentracije 0,5 M (dodaj 1/7 volumna
lizata). Ca30 smo nato dali v hladilnik za 15 minut. Nato swsebinocase prelili v
centrifugirke in centrifugirali pol ure na 12000ty¥min. Plazmid se je nahajal v
supernatantu, ki smo ga odlili in ga prefiltrirakozi 0,45um filter.

3.2.9 Priprava umeritvene krivulje za HPLC s standadnim plazmidom

Iz podjetja Bia Separations smo dobili standard (hl raztopine s plazmidom RG6K,
koncenracije 0,21 mg/ml). Plazmid smo najprejciiesdd razmerju 1:5, nato pa naprej za
faktor 2. Vzorce smo injicirali na HPLC sistem, ierkromatografov doléli povrSine
vrhov. 1z teh smo dobili umeritveno krivuljo. Eif® premice pa uporabljali naprej za
dolocevanje koncentracije plazmidne DNA v vseh nadddjmgorcih.
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3.2.10 Analiza plazmidne DNA s tek&insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti

Za postavitev HPLC analitske metode za spremljkajecentracije plazmidne DNA, smo
prilagodili metodo, ki jo je vzpostavila skupina &kar in sod. (2010).

Preglednica 17: Shematski prikaz pogojev HPLC netod

52

Cas Pretok Mobilna faza Mobilna faza Valovna
(ml/min) A (%) B (%) dolZina
1 00:00 100 0
2 00:10 100
3 00:30 100
4 01:20 40 60
5 02:50 4 20 80 260 nm
6 03:05 0 100
7 03:25 0 100
8 03:40 100 0
9 04:45 100 0
10 04:50 0 100 0

*Pritisk nacrpalkah je bil 11 bar. Zanka je 1 ml, zato inggifo 1,5 ml vzorca.

3.2.11 Preverjanjedistosti vzorca s plazmidno DNA, z elektroforezo

Postopek smo izvedli po navodilih proizvajalca (@ga). 50 ul lizata smo najprej
inkubirali za 30 minut pri temperaturi 37 °C, da csramogdgili encimsko aktivnost
ribonukleaz. Med tem smo pripravili 1 % agarozni, gako, da smo v 60 ml TAE pufra
raztopili 0,6 g agaroze. Ohlajenemu gelu smo nattati Se barvilo SYBR green. Na tako
pripravljen gel smo nanasali 20 ul vzorca, ki jedstavljal 18 pl razinih lizatov in 2 pl
nanaSalnega barvila. Pogoji pri elektroforezi $p b20 V, 400 mA, 45 min. Gel smo nato
barvali s pomgo etidijevega bromida.
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4 REZULTATI

Poglavje povzema rezultate laboratorijskega delasok podani v obliki preglednic in
grafov, nekateri podrobnejSi podatki ter umerigvédrivulje pa so posebej v poglavju
Priloge. Predstavljeni so rezultati gojenja bakt€ricoli na stresalniku, ter v bioreaktorju.
V obeh primerih smo se posluzevali tako odprtegd,tudi zaprtega rigna kultivacije
bakterijskih kultur, ki so nosile razho velike plazmide DNA molekule. Na stresalniku
smo ist@asno gojili vseh pet razhih sevov, z raztino veliko plazmidno DNA. Na
podlagi rezultatov pridobljenih na stresalniku, smotem v bioreaktorju optimizirali
pogoje rasti dveh razhih sevov, z velikostjo plazmidne DNA 10,7, ter 8%b. Rasti
bakterij med bioprocesom smo sledili preko merjaptcne gostote (OB), tako z »on-
line«, kot tudi s periodnimi »off-line« meritvami. Koncentracijo plazmidi@NA smo
dolccali z uporabo tekiinske kromatografije visoke dtivosti (HPLC).

4.1 OPTIMIZACIJA RASTNIH PARAMETROV BAKTERIJ VRSTEE. coli

Plazmidno DNA uvr&amo med primarne produkte celice, zar&eBar je pomembno, da
znamo uspesSno gojiti gostiteljsko celie® haiemo ¢im viSje koncentracije produkta, v
spoznali z dinamiko rasti in rastnimi zahtevami ey organizma, ter Sele nato
optimizirali bioprocesne parametre, ter postopé&klak lize.

4.1.1 Preizkusi na stresalniku

Na stresalniku smo spremljali rast vseh petih sdvakterij E. coli, ki so nosili razkno
velike plazmide. Na podlagi teh rezultatov, smma® odldili za dva razltna seva, za
katera smo optimizirali pogoje gojenja naprej vreaktorju.

4.1.1.1 Preizkusi kultivacije na stresalniku brehinjevanja

Bakterijske kulture smo gojili v 200 ml erlenmagsih s stransko roko, s 100 ml g&@s
LB-B. Z uporabo tovrstnih erlenmajeric smo lahkoespljali dinamiko rasti, s perioghim
merjenjem optine gostote na spektrofotometru. Poleg tega so itaededenmajerice utore,
zaradi katerih pride do viSjega deleza koncenwa@gtopljenega kisika med kultivacijo,
kot v navadnih. Da bi lahko dalihi vpliv temperature na rast bakterij, smo se pasbali
treh razlénih temperatur gojenja, tj. 28 °C, 37 °C, ter 40 Kitrost stresanja je bila pri
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vseh primerih konstantna in sicer 220 vrt./min.vgapek smo uporabili kulture naravnost
iz delovne banke, ali pa prekam® kulture, katere rast smo predhodno spremljali na

stresalniku.
A)
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Slika 2: Rastne krivulje vseh petih sevov baktéfijcoli, gojenih v dveh Idenih poskusih, pri enaki
temperaturi.

Stresalnik; goji& LB-B, 37 °C, 220 vrt./min. A) prva kultivacija,)Blruga kultivacija
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Na sliki 2, ki nakazuje rast bakterij na stresalngri 37 °C, je lepo razviden pomen
fizioloSkega stanja vcepka med prenasSanjem v najsleklultivacijsko fazo. V prvem
primeru smo kot vcepek v 100 aB-B gojis¢a odpipetirali 100 pl kulture, direktno iz
delovne banke. Ker so bile v dobrem fizioloSkemmstaje bila lag faza pri tej kultivaciji
krajSa, kot v drugem primeru. Drugo kultivacijo B7¥ °C smo namteizvedli takoj
naslednji dan, tako da smo kot vcepek uporabilikkdiuro celic prekonéne kultivacije.

A) B) >
4,5
b -
= = 4
E>5 E35
oT+] oT+]
£, E 3
x X 25
&3 a 2
£ £
82 8 L5
[ s} o 1
1 0,5
O 1 0 T 1
0 2 4 6 8 0 5 10
Cas (h) €as (h)
——7,1kb —&—10,7 kb ——12,6 kb —4—10,7 kb (1) =—A—10,7 kb (2)
—%=39,4 kb —@=—69,7 kb —e—39,4 kb (1) —e—39,4 kb (2)

Slika 3: Rastne krivulje vseh petih sevov baktdij coli, gojenih v I@&enih poskusih pri raalnih
temperaturah.

Stresalnik; goji&e LB-B, 220 vrt./min. Vseh pet sevov smo gojili peimperaturi 40 °C (A), dva seva s
plazmidno DNA velikosti 10,7 kb (YEP13), ter 398 {(R6K), pa pri temperaturi 28 °C (B).

Na slikah 2 in 3 vidimo razine krivulje rasti med gojenjem pri ragiih temperaturah na
stresalniku. Pri temperaturi 28 °C je kultura paesl stacionarno fazo rasti po 8 urah
gojenja, pri 37 °C po priblizno 5 urah, najhitr@ja se ta preobrat zgodi pri gojenju na 40
°C, ko se zakljti eksponentna faza rasti Ze po treh do Stirih uPxhdveh sevih gojenih
na 28 °C, lahko vidimo ponovljivost naSih meritewednkultivacijo, saj dobimo za dva
razlicna seva po dve zaitni krivulji (slika 3, B).

Zacetna koncentracija celic je bila za posamezen kwsipri vseh sevih enaka. Kot je
razvidno na slikah 2 in 3, smo dosegli najviSje & koncentracije biomase s sevom, ki
nosi plazmidno DNA velikosti 10,7 kb. Zaradi tegacsta sev izbrali za nadaljnje poskuse
na bioreaktorskem nivoju. Visoke kime koncentracije biomase je pri vseh temperaturah
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gojenja izkazoval tudi sev, ki nosi plazmidno DN@likosti 39,4 kb. Kot je lepo razvidno
po naklonu eksponentne faze, je za ta sevilm@atudi visoka specitna hitrost rasti, iz
¢esar smo nato lahko ugotovili, kako to vpliva nad¢@ntracijo plazmidne DNA.

1,2 -

1
0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -

Specifiéna hitrost rasti [u] (h-1)

0 |
pAK1003 (7,1 kb) YEP13(10,7kb) pSRW25 (12,6 kb)  R6K30,4 kb) R702 (69,7 kb)

28 °C m37°C m40°C

Slika 4: Primerjava povptg specificnih hitrosti rasti za vse seve bakteHj coli, gojene na stresalniku, pri
razlicnih temperaturah.

Glede na dobljene rezultate pa ne moremo zé&kljua ima velikost plazmida vpliv na
specifino hitrost rasti celic. Rfakovali smo, da bo sev, ki nosi najjeplazmidno DNA
(69,7 kb) rastel najg@sneje. Kot je razvidno iz slike 4, pa je tako3ti°C, kot tudi pri 40
°C, najp@&asneje rastel sev, ki nosi najmanjso plazmidno OJRA kb).
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Slika 5: Primerjava povptg koncentracij plazmidne DNA (mg/ml), za vse sdakterij E. coli, gojene na
stesalniku, pri razthih temperaturah.
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Pri gojenju kultur na stresalniku smo izolirali ptaidno DNA po koncu vsakega
bioprocesa, ker nismo imeli dovolj velikin k&l vzorca, da bi lahko spremljali
koncentracijo le te periogho, med samim bioprocesom. Poleg tega bi lahkdopds
kontaminacije vzorca med prenasSanjem kulture izenenlajeric. Spreminjanje
koncentracije plazmidne DNA smo tako spremljaliigje, na bioreaktorskem nivoju, ko
smo lahko aseptno odvzeli dovolj velike in reprezentativne Katie vzorca. Na slikah 4
in 5 lahko vidimo, da dobimo pri viSjih temperatirgojenja sevov na stresalniku, tudi
viSje koncentracije biomase, ter plazmidne DNA.

Plazmid: pAK1003 (7,1 kb) Plazmid: YEP13 (10,7 kb)
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Slika 6: Primerjava koncentracij plazmidne DNA (stmi diagram) in specitnih hitrosti rasti (t6kovni
diagram), za vse seve baktdtijcoli, pri razliénih temperaturah gojenja na stresalniku.
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Pri preizkusih na stresalniku smo pokazali, da g&anjem temperature, pri kateri gojimo
sev, poveéuje tudi specifina hitrost rasti. Za vse seve smo dokazali, dazdwse najvisje
specifine hitrosti rasti pri temperaturi 40 °C. NekolikocpsnejSo rast izkazujejo sevi ob
gojenju pri temperaturi 37 °C, nagasneje pa ptakovano rastejo pri temperaturi 28 °C.
Do odstopanja je prislo pri sevu, ki nosi plazmiddgA velikosti 39,4 kb. Ob gojenju pri
temperaturi 28 °C smo dosegli zelo velike spégdi hitrosti rasti, kljub temu pa je sama
koncentracija plazmidne DNA Se vedno nizja, kotgmjenju na visjih temperaturah.

4.1.1.2 Vpliv dodatka kloramfenikola v gajes

Na stresalniku smo naredili tudi preizkus vplivaldtka kloramfenikola v gojt&, saj naj
bi ta po navedbah nekateilankov vplival na visjo koncentracijo plazmidne DN¥ pet
erlenmajeric s stransko roko smo v 100 ml predhopmnpravijenega in steriliziranega
goji&ka z ustreznim antibiotikom, inokulirali 100 pl kuttposameznih sevov, z razip
veliko plazmidno DNA. Kulture smo gojili na stresiédu pri temperaturi 40 °C in 220
vrt./min. Sproti smo periotdno spremljali rast, z merjenjem afpte gostote pri 650 nm.
Ko smo dosegli vrednost med 0,6 in 0,7, smo a&aptilodali v vsako erlenmajerico 500
ul predhodno pripravljene raztopine kloramfenikasl&oncentracijo 34 ug/mil.
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Slika 7: Vpliv dodatka kloramfenikola v gofi§, na vseh pet sevov bakteiijcoli, s petimi raziino velikimi
plazmidi.

Stresalnik: goji&e LB-B, 40 °C, 220 vrt./min. K sevom s plazmidno RNelikosti 12,6 kb, 69,7 kb in 7,1
kb smo dodali kloramfenikol po treh urah odéptka kultivacije (ozn&eno na grafu s prvo pravokottido).
K sevom z 39,4 kb in 10,7 kb veliko plazmidno DN#8 po treh urah in 45 minutah odgatka kultivacije
(oznaeno na grafu z drugo pravokottido).
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Kot je razvidno na sliki 7, so @ele celice po dodatku kloramfenikola zelo hitrohajati

v stacionarno fazo rasti. Ker smo pustili kultuastr preko ndi, so v temc¢asu celice
zaradi delovanja kloramfenikola Ze odmrle. Posledli je bila nizka tudi kafna
koncentracija plazmidne DNACe bi hoteli izolirati véje koncentracije le te, bi bilo
potrebno bioproces zaustaviti kmalu po dodatku attdenikola, predno pinejo celice
prehajati v fazo odmiranja. Kljub temu, da smo sgegli pri temperaturi 40 °C, smo
zaradi neustreznegéasa zaustavitve Kkultivacije, dobili nizje konceoij@ plazmidne
DNA, kot v drugem primeru gojenja pri isti tempenaf(slika 8). Kljub odmiranju celic, pa
je bila koncentracija plazmidne DNA na koncwjee kot v primeru gojenja kulture na
stresalniku pri temperaturi 28 °C. Ta preizkus d@®mo zato ponoviti na bioreaktorskem
sistemu, kjer lahko spremljamo kaj se dogaja s &otracijo plazmidne DNA med samim
bioprocesom.
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Slika 8: Vpliv temperature gojenja in dodatka kiofanikola v goji&e, na kotino koncentracijo plazmidne
DNA, za vse seve bakte#;. coli.

Stresalnik; goji& LB-B, 40 °C, 220 vrt./min. V drugem primeru smé&uituram dodali kloramfenikol (Cm).
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4.1.1.3 Preizkusi na stresalniku z dohranjevanjem

V LB-B gojis¢e smo ze na #Zatku kultivacije dodali raztha hranila, da bi dotali
povezavo vpliva le teh na rast sevov, ter mozeivv@ korno koncentracijo plazmidne
DNA. Med samo kultivacijo pa hranil nismo dodajadt, zaradi nevarnosti kontaminacije,
ter prevelikega regknja goji€a zaradi majhnih volumnov vzorcev.

Preglednica 18: Primerjava spedifih hitrosti rasti ter koncentracij plazmidne DNA razliénimi sevi, pri
razlicnih temperaturah, ob dodajanju r&alh hranil

4887; 28 °C 4887; 40 °C 4887; 40 °C 4245; 40 °C

Dohranjevanje p(h) pDNA |[p(h") pDNA |p(h?')  pDNA |p(h") pDNA

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ni¢é 0,5374 | 1,1656 0,0247 | 1,7465 | 0,8406 | 1,0370
Glukoza 0,4925 | 1,9650 0,0203 | 1,7496 | 0,8474 | 0,8019
Tripton 0,4999 | 3,6556 | 0,6742 | 2,1310 | 0,0199 | 1,0511 | 0,8801 | 0,8468
Kvasni ekstr. 0,4764 | 5,9971 | 0,6544 | 2,0797 | 0,0429 | 1,6660 | 0,9674 | 1,3050
Try + Ke 0,4585 | 2,9342 | 0,7124 | 1,5539 | 0,0248 | 0,9426 | 0,7347 | 0,6506
Glu + Try 0,5178 | 1,1086 | 0,6258 | 1,0985 | 0,0221 | 1,6030 | 0,8113| 0,7973
Glu + Ke 0,4269 | 0,7601 | 0,7553 | 1,4446 | 0,0255 | 1,1831 | 0,9358 | 0,4869
Glu + Try+ Ke | 0,6531 | 1,1411 0,0236 | 2,1544 | 0,7673 | 0,8660

*Ke — kvasni ekstrakt; Glu — glikoza; Try — tripto&tresalnik: 220 vrt./min

Glede na dobljene rezultate, vpliva na &om koncentracijo plazmida velikosti 10,7 kb,
dodatek triptofana, ter kvasnega ekstrakta v ¢®jiSTo je posebej lepo opaziti pri
kultivaciji kultur pri temperaturi 28 °C. Dodatekuggoze v gojige nima nobenega vpliva
na kolino plazmida, saj je ta enaka kot v primeru, kooyisge nismo dodajali nobenih
hranil. Pri poskusu na bioreaktorskem sistemu,ake bdl@imo voditi bioproces pri 28
°C, ter dohranjevati s triptonom. Pri gojenju kuttuna 40 °C, pa smo dobili ravno obratne
rezultate, saj je v veliki wni viSja kortna koncentracija plazmida dosezena v primeru, ko
smo kulturo dohranjevali z glukozo. Postath smo se odloli za izpeljavo tovrstnega
bioprocesa tudi na bioreaktorskem nivoju.
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Slika 9: Vpliv temperature in sestave g&§isna koncentracije plazmidne DNA, pri trekidaih kultivacijah
bakterijE. coli, s plazmidno DNA YEP13 (10,7kb).

Stresalnik: prva kultivacija pri 28 °C, druga pfl 4C in tretja pri 40 °C. Hitrost stresanja je ljlavsod 220
vrt./min. Dohranjevali smo z razhimi kombinacijami hranil. »glu« - glukoza, »trydripton, »ke« - kvasni
ekstrakt.

Pri kultivaciji na stresalniku nismo ugotovili, éapriSlo pri procesih z dohranjevanjem do
vi§jih koncentracij biomase, ter plazmidne DNA, xingerjavi s poskusi, ko nismo v
goji&e dodajali nobenih drugih hranil. Pri istih pogogjojenja na stresalniku, smo v
primeru dodatka hranil v gojig, dosegli nekoliko hitrejSo rast. Koncentracijazohidne
DNA pa v tem primeru ni dosegla visSjih vrednostii §ojenju brez dodajanja razthih
hranil dosezemo koncentracije plazmidne DNA v mejad 0,001 in 0,006 mg/ml, pri
istih pogojih gojenja ob dodajanju raziih hranil pa med 0,001 in 0,004 mg/ml.

4.2  OPTIMIZACIJA BIOPROCESNIH PARAMETROV

Ko smo izvedli prve poskuse na stresalniku, ter deakusa v bireaktorju, smo lahko
naredili simulacijo vpliva temperature na rast sevier posledino na titer plazmidne
DNA. S pomajo tega, smo dobili podatek, kdaj je potrebno zs&kij bioprocese na
bioreaktorskem nivoju, da smo dobdim viSje izkoristke plazmidne DNA. Iz rastnih
krivulj, ki nakazujejo rast seva pri raghih temperaturah, smo izmanali maksimalno
specifine hitrosti rasti, ter za simulacijo vzeli povgme vrednost le teh, ki je znaSala 0,01

min'™.
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Slika 10: Vpliv temperature na spec¢iib hitrost rasti bakterk. coli, s plazmidom YEP13 (10,7 kb).

S pomdajo zgornje enébe krivulje odvisnosti maksimalne spec¢ife hitrosti rasti od
temperature, smo tako lahko naredili simulacijoiwgpltemperature. UpoStevali smo tudi
razlicne z&etne koncentracije celic v vcepku.

S pomgjo simulacije smo lahko ocenili tudias kultivacije, potreben za doseganje
maksimalne koncentracije plazmidne DNA. Iz @m®krivulje lahko naprej iztanamo v
kolikSnem casu bomo dosegli najvisje koncentracije plazmidddAD¢e gojimo sev pri
razlicni temperaturi. Kot lahko vidim na sliki 11, je pwisjih temperaturah gojenja
potrebno manjcasa, da dosezemo enako koncentracijo plazmidne DRNAiSanjem
temperature obratovanja bioprocesa pa se viSajo stmoSki, zaradicesar je potrebno
narediti dol@éen kompromis.

450 0y 22323 400083
400 - R? = 0,9969

O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

Slika 11: Prikaz odvisnosttasa potrebnega za doseganje maksimalnega titramipiaa DNA, od
temperature gojenja seva baktdgijcoli, s plazmidno DNA YEP13 (10,7 kb).
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4.2.1 Bioproces z enkratnim polnjenjem

Preizkuse smo izvajali na 30 | bioreaktorju PID Afecs — S Bacterial, z delovnim
volumnom 20 |. Bioreaktor je povezan s spektrofagtnom, preko katerega poteka »on
line« merjenje optine gostote.
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Slika 12: Potek bioprocesa z enkratnim polnjenjetakterijskim sevonk. coli K12 MC1066 in plazmidno
DNA YEP13 (10,7 kb).

Bioreaktor: gojige LB-B, 37 °C, 300-350 vrt./min.

Na sliki 12 so prikazane tri spremenljivke, ki srib spremljali med obratovanjem
bioprocesa z enkratnim polnjenjem, v bioreaktorskastemu. Po priblizno Sestih urah
rasti kulture pade delez koncentracije raztoplj@nkigika pod 40 %, zato smo povisali
meSanje iz 300 vrt./min, na 350 vrt./min. V nasjédmpetih urah, ko ptine kultura
prehajat iz eksponentne faze rasti v stacionar@olapko vidimo na istem grafu, ki
prikazuje delez koncentracije raztoplijenega kisikagilen prevoj, ki se pojavlja tudi
naprej pri vseh nadaljnjih kultivacijah na bioreaiskem sistemu. Prevoj se lepo sklada z
dvigom pH vrednosti, ki ga nakazuje zgornji gradr koncem eksponentne faze rasti
organizma. Zaradi tega lahko sklepamo, da pride tisd tocki mogaie zaradi
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primanjkovanja hranil v goj&, do updasnjene rasti mikroorganizmov, kar se izraza tudi
v manjSi porabi kisika. Ko pa @gne kultura izrabljati druge vire ogljika, ki so maljo v
goji&ku, pa préne spet nekoliko hitreje rasti, kar vidimo spetpaicu naklona grafa, ki
prikazuje delez koncentracije raztopljenega kisikak trend je mogée opaziti pri vseh
nadaljnjih kultivacijah, zato lahko izkijimo, da bi bil to Sum elektrode, ampak gre
dejansko za fizioloSki odgovor organizma na sprebemnokolju.

Preglednica 19: Pregled pogojev rasti pri gojenjliuk v bioreaktorju in prikaz speatfiih hitrosti rasti, ter
donosa plazmidne DNA, za vsak bioproces posebej

Velikost . pDNA (mg) na koncu pDNA
) Temp. | Obrati ODsso M
plazmida _ 4 eksponentne faze | (mg) na koncu
(°C) | (Rpm) | inokuluma | (h™) _ _
(kb) rasti bioprocesa
10,7 37 300 1,0086 1,5862 - 12
7,1 37 *400 0,9097 0,9346 14 6
10,7 28 350 1,1146 0,5828 18 20
10,7 *try 28 350 1,1518 0,6915 21 20
10,7 *glu 40 350 1,0688 1,6692 24 123
10,7 40 400 0,9018 2,1717 27 7
10,7 40 400 0,713 2,1049 5 14
39,4 37 400 0,929 1,1082 31 121
39,4 40 400 1,2088 1,1229 25 28
39,4 40 400 1,1356 1,1998 25 28
39,4 *ke 40 400 1,0025 1,2452 21 19
39,4 *Cm 40 400 1,105 1,1002 43 41

*glu-glukoza, ke-kvasni ekstrakt, try-tripton. Prazevanje je konstantno; 20 I/min pri vseh bioprocesih
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Slika 13: Prirast biomase, za sev bakt&tijcoli, s plazmidno DNA velikosti 10,7 kb, v petih neashih
kultivacijah, pri razknih pogojih.

Bioreaktor: gojige LB-B, 300 vrt./min. *try — napajanje z raztopitriptona, *glu — napajanje z raztopino

glukoze.

Na koncu obratovanja bioprocesov z enkratnim pajej@, smo za sev, ki nosi plazmidno
DNA velikosti 10,7 kb pridobili najviSje koncentigele te, pri temperaturi gojenja 28 °C.
To je posledica dejstva, da smo v drugih primekihsmo sev gojili na 37 °C in 40 °C,
pustili bioproces t# predolgo in je v tentasu organizem dosegel Ze fazo odmiranja, ki
pomeni tudi nizjo koncentracijo plazmidne DN@&e primerjamo koncentracije plazmidne
DNA izolirane ob koncu eksponentne faze rasti,ghkd ugotovimo, da dosezemo najvisjo
koncentracijo le te v primeru kultivacije pri 40 .°® primeru kultivacije pri 37 °C, je
koncentracija plazmidne DNA za 5 % nizja. Kar 53 1#4o koncentracijo plazmidne DNA
pa dobimo na kuncu eksponentne faze rasti, obviagliji pri temperaturi 28 °C.
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Slika 14: Primerjava spedatfiih hitrosti rasti in koncentracije plazmidne DNA bioproces z enkratnim
polnjenjem, v bioreaktorju, za sev baktétijcoli, s plazmidno DNA velikosti 10,7kb.

Pri kultivaciji na 37 °C, ko je kaima koncentracija celic najmanjSa, smo dosegli dokaj
visoko koncentracijo plazmidne DNA, v primerjaviksltivacijo na 40 °C, ko imamo
visoke korkne gostote celic in najnizjo koncentracijo plazn@diNA. NajviSje
koncentracije le te smo presenetljivo zasledili kancu bioprocesa z enkratnim
polnjenjem, ki smo ga vodili pri temperaturi 28 “Qu smo dosegli viSjo koncentracijo
celic kot pri kultivaciji na 37 °C, ampak nizjo kpti kultivaciji na 40 °C.

12 4
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Slika 15: Krivulje rasti za sev bakterk. coli, s plazmidno DNA velikosti 39,4 kb, gojen v biokéaju, pri
razlicnih pogojih kultivacije.

Bioreaktor: gojige LB-B, 300 vrt./min. *Ke — dohranjevanje z raztopikvasnega ekstraka, *Cm — dodatek
kloramfenikola v goji&e.



Stant& M. Optimizacija pridobivanja razino velikih plazmidov v bioreaktorju 60
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSKakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Na sliki 15, ki prikazuje rast kulture s plazmidBdNA velikosti 39,4 kb, lahko vidimo

pocasnejSo rast pri temperaturi kultivacije 37 °C. pteteklih Stirih urah kultivacije je

kultura pri v primeru gojenja na 40 °C Ze doseggeisnarno fazo rasti, medtem ko je pri
gojenju na 37 °C ta Sele v eksponentni fazi. Kotlgdgko vidimo na sliki 16, smo v

primeru kultivacije na 37 °C dosegligje koncno koncentracijo plazmidne DNA.
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Slika 16: Primerjava spedtfiih hitrosti rasti in koncentracije plazmidne DNA Zarzni bioproces v
bioreaktorju, za sev bakterk. coli, s plazmidno DNA velikosti 39,4 kb.

Pri gojenju bakterijskih sevov v bioreaktorju smosdgali skoraj enkrat viSje k&me
koncentracije biomase, kot pri gojenju na strekalnRavno tako je bila pri temperaturi
gojenja 40 °C dosezena viSja spe&tifi hitrost rasti v bioreaktorju, kot pa na stresain
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Slika 17: Nara&nje koncentracije plazmidne DNA z nafa§iem koncentracije biomase, pri bakterifgh
coli, plazmidna DNA YEP13 (10,7 kbp).

Bioreaktorju: gojige LB, 28 °C in hitrosti meSanja 350 vrt./min.

S pomgjo rastne krivulje smo tako lahko dolb optimalen trenutek za zaustavitev
bioprocesa, ter pfetek alkalne lize, da smo dobili najviSjo koncedfmplazmidne DNA.
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Slika 18: Spreminjanje koncentracije plazmidne DNgkede na biomaso, pri bakterijdh coli, za sev
DSM4887_2 (10,7 kb).

Bioreaktor: gojige LB-B, 28 °C in hitrost meSanja 350 vrt./min.
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Slika 19: Spreminjanje koncentracije plazmidne DN/Agrimerjavi s spreminjanjem koncentracije biomase
med bioprocesom z enkratnim polnjenjem, v bioregikt@ bakterijamiE. coli, sev DSM8878 (7,1 kb).

Bioreaktor: 37 °C, hitrost meSanja 300 — 400 vin/m

Na sliki 19, ki prikazuje spreminjanje koncentracplazmidne DNA med rastjo seva v
bioreaktorskem sistemu, lahko vidimo, da le ta $imasse do konca eksponentne faze
rasti. Med prehodom kulture v stacionarno fazoirgst préne koncentracija plazmidne
DNA padati oz. so vrednosti zelo nestabilne, nackoabratovanja bioprocesa, pa zelo
nizke. Za doseganje visokih koncentracij plazmiddBA, je torej pomembno, da
bioproces prekinemo, ko je organizem na koncu ekspime faze rastCe bi bioproces
zakljwili po petih urah, bi pridobili 19 mg plazmidne DNAa celoten volumen
bioreaktorske brozge. Po Stiriindvajsetih urah tdvanja, pa smo iz 20 | brozge uspeli
izolirati 6,3 mg plazmidne DNA.

Za isti bioproces je spodaj predstavljen graf spmganja plazmidne DNA glede na
biomaso.
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Slika 20: Spreminjanje koncentracije plazmidne DNpede na spreminjanje koncentracije biomase, med
bioprocesom z enkratnim polnjenjem, v bioreaktozjbakterijami. coli, sev DSM8878 (7,1 kb).

Pogoji obratovanja: Temperatura 37 °C, hitrost m@sa00 — 400 vrt./min.

Kot je razvidno iz slike 20, smo za najmanjSi plakmpokazali, da se vzporedno z
vecanjem koncentracije biomase visa tudi koncentraplgzmidne DNA. Ta trend je
opaziti vse do konca eksponentne faze rasti. Kal@renkrat kultura v stacionarno fazo,
pa prtne koncentracija plazmidne DNA padati. Potrebnotgeej dol@iti primeren
trenutek za zaustavitev bioprocesa, da nénpmo izgubljati plazmidne DNA. V grobem
lahko zaklj¢imo da se nam najbolj izpla bioproces voditi pri 40 °C, saj dosezejo
organizmi pri tej temperaturi najviSje spedife hitrosti rasti, ter posletho tudi visoke
koncentracije plazmidne DNA v kratketasu. Samo trajanje bioprocesa je v tem primeru
najkrajse.

4.2.2 Bioproces z dohranjevanjem substrata

Glede na rezultate dobljene pri kultivaciji kultma stresalniku smo se odib da
ponovimo na bioreaktorskem sistemi izvesti trédoe bioprocese z dohranjevanjem
triptona, glukoze ter kvasnega ekstrakta.
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Slika 21: Spremljanje bioprocesa z dohranjevanjeiptona na bioreaktorskem sistemu, pri gojenju z
bakterijami E. coli, sev DSM4887 (plazmid YEP13; 10,7 kb).

Pogoji kultivacije; Temperatura 28 °C, hitrost mgga najprej 100 vrt./min, nato po 5:45 h zviSana350
vrt./min. Navptnacérta pri 5:45 h nakazujéas inokulacije. Navgha¢rta pri 15:01 h nakazujéas preetka
napajanja triptona.

Na sliki 21 lahko vidimo spreminjanje koncentradisika, ter pH vrednosti brozge, glede
na spreminjanje koncentracije biomase med biopmmes$raf, ki nakazuje spreminjanje
koncentracije kisika, pthe po inokulaciji lepo padati, graf, ki nakazuje pkednost pa
naragati, po tem, ko smo preli z dohranjevanjem triptona. Bioproces z enkratni
polnjenjem, ki smo ga vodili pod istimi pogoji, smaakljcili po devetih urah rasti, ker
smo ocenili, da smo takrat dosegli konec ekspomefdme rasti, ter s tem tudi najvisjo
koncentracijo plazmidne DNA. Ker smo pri procesulahranjevanjem substrata hoteli
podaljSati eksponentno fazo rasti kultur, ter s tewsati koncentracijo biomase, ter
posledéno plazmidne DNA, smo se odlb, da pricnemo z dohranjevanjem po devetih
urah od z&etka inokulacije. V primerjavi z bioprocesom z atkim polnjenjem, ki smo
ga vodili za isti sev pod istimi pogoji, smo tu dgh nekoliko viSjo kotno koncentracijo
biomase, ter spectino hitrost rasti. Za bioproces z enkratnim polrgemje ta znaSala 0,58
h, pri bioprocesu z dohranjevanjem substrata pa 9’69
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Slika 22: Prirast biomase in spreminjanje konceijigplazmidne DNA, pri bioprocesa z dohranjevanjem
triptona, pri bakterijalt. coli, sev DSM4887 (plazmid YEP13; 10,7 kb).

Bioreaktor; gojige LB-B, Temperatura 28 °C, hitrost meSanja 35@nar.

Na sliki 22 lahko vidimo spreminjanje koncentracgazmidne DNA po tem, ko smo
priceli z dohranjevanjem s triptonom. Kulturo nam jeels obdrzati nekoliko dlje v
eksponentni fazi rasti, specifia hitrost rasti pa je vedno manjSa. Poslealije priela
padati tudi koncentracija plazmidne DNA.
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Slika 23: Vpliv temperature na speéifo hitrost rasti in koncentracijo plazmidne DNA| peh bioprocesih
z enkratnim polnjenjem ter dveh bioprocesih z dojaeenjem, za sev baketefj coli (YEP13; 10,7kb).

Bioreaktor: gojige LB-B, hitrost meSanja 350 vrt./min. *tri — dohyavanje z raztopino triptona, *glu —
dohranjevanje z raztopino glukoze.
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Slika 24: Primerjava spedaifiih hitrosti rasti in koncentracije plazmidne DN&a dva bioprocesa z
enkratnim polnjenjem in bioproces z dohranjevenjem,sev bakteriE. coli, s plazmidno DNA velikosti
39,4kb.

Bioreaktor: gojige LB-B, 40 °C; *ke — dohranjevanje z raztopino kvega ekstrakta.

Pri gojenju seva s plazmidno DNA velikosti 39,4 ko dobili najvéje koli¢ine le te, v
primeru kultivacije na 37 °C. Pri kultivaciji kultuna 40 °C, smo dosegli najvisjo
koncentracijo plazmidne DNA Ze po treh urah. Konija se ob podaljSevanjtasa
kultivacije ni bistveno zviSevala, tako da je izoakmskega vidika najbolj smotrno
zakljwiti bioproces Ze po treh urah, saj s tem prihranueldo stroskov. Kar dvakrat visje
koncentracije plazmidne DNA pa smo pri isti temperiadobili v primeru kultivacije seva
ob dodatku kloramfenikola. Kot je razvidno iz slit®, je priSlo do viSjih koncentracij
plazmidne DNA Sele po petih urah kultivacije, k&kijdtura préela ze nekoliko odmirati.

4.2.3 Bioproces z dodatkom kloramfenikola

Pri preizkusu na stresalniku ob dodajanju kloranki@a v goji&e, smo zabelezili viSjo
koncentracijo plazmidne DNA, kot v nekaterih preigh brez kloramfenikola, zato smo
to ponovili Se na bioreaktorskem nivoju. Po pribbztreh in pol urah rasti kulture pri 40
°C, smo aseptno dodali 100 ml predhodno filtrirane raztopine rkimfenikola, s
koncentracijo 34 mg/ml. Po dodatku kloramfenikaskjltura kmalu preSla v stacionarno
fazo rasti, ter nato pe eni uri Ze v fazo odmiram@ lepo prikazuje tudi graf koncentracije
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raztopljenega kisika na sliki 25, ki pne po dodatku kloramfenikola strmo naiats
Koncentracija plazmidne DNA je kljub odmiranju eeledno bolj nara®la, ter bila
najvisja, ko je celica prehajala v fazo odmiranjadi v primerjavi z ostalimi poskusi
gojenja tega seva pod istimi pogoji, smo dobili neru dodajanja kloramfenikola h
kulturi, za skoraj tretino viSje koncentracije ptaidne DNA.
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Slika 25: Prirast biomase in spreminjanje konceijgaplazmidne DNA, pri bioproces z dodatkom
kloranfenikola v goji&e, za sev bakterij E. coli, s plazm idno DNA veBkd9,4 kb.

Bioreaktor: gojige LB-B, 40 °C; 400 vrt./min. Pravokotna prekinjetrda ozn&uje ¢as, ko smo dodali
kloramfenikol v gojige.

4.2.4 Izolacija superzvite oblike, s pomfjo HPLC metode

Ob uporabi gradientne HPLC metode za daige koncentracije plazmidne DNA, je
vcasih prislo do v&h vrhov, za katere nismo zagotovo vedeli kaj nakgn. Da bi
dokazali, da vrhovi med retencijskiasom 2 in 3 minut nakazujejo superzvito obliko
plazmidne DNA, smo vzorec iz alkalne lize testigdina 1 % agaroznem gelu.
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Slika 26: Dodajanje ribonukleaz k vzorcu lizatasbakterijE. coli, s plazmidno DNA, velikosti 39,4 kb.

A: vzorec z dodano ribonukleazo, B: vzorec brezashedribonukleaze.

Po dodatku ribonukleaz k vzorcu lahko na sliki 2fimo, da so lise Se vedno lepo vidne,
tako da lahko potrdimo, da pride pri alkalni lim precipitaciji s kalcijevim kloridom do
obarjanja RNA molekul in izoliramo v veliki meriggmidno DNA. Glede na prepotovano
razdaljo v gelu lahko dotimo tudi, ali pride med izolacijo do poSkodb in dob na
koncu linearno obliko plazmidne DNA, ali pa je &moma v superzviti obliki.
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Slika 27: Preverjanje delovanja ribonukleaz na agdéroznem gelu.

L - elektroforezni standard velikosti (1 kb); S $ieami od 1 do 10 pa so ozéeni vzorci, ki smo jih
nanasSali na gelt — plazmid R6K;2 — eluat (1,5 M sol)3 — vzorec brez plazmidne DNA; — eluat (0,6 M
sol); 5 — DSMZ4245 4 (13:00% — DSMZ4245 4 (12:00); — vzorec brez plazmidne DNA z dodano RNA-
z0; 8 — eluat (1,5 M sol) z dodano RNA-z&— vzorec brez plazmidne DNA z dodano RNA-126;— eluat
(1,5 M sol), z dodano RNA-zo.

4.3  OPTIMIZACIJA POTEKA ALKALNE LIZE

Med postopkom alkalne lize smo optimizirali uporakemikalij in cas, ko je bil lizat
izpostavljen alkalnim pogojem. Preizkus smo naredisevom, ki nosi plazmidno DNA
velikosti 39,4 kb. Na spodnji sliki lahko vidimo esmo prirejene metode za izolacijo
plazmidne DNA s pomigo alkalne lize in precipitacije s kalcijevim kldom, ki so jo
uspesno preizkusili ze Smrekar in sod. (2010).
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Slika 28: Shema predhodno razvite metode alkakee(Bmrekar in sod., 2010).
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4.3.1 Optimizacija uporabe kemikalij pri postopku dkalne lize

Pri postopku alkalne lize smo dodajali ramk koncentracije kemikalij k vzorcu, da bi
ocenili kako vpliva kolkina le teh na pridobljeno plazmidno DNA. Po tem,skao stehtali
mokro biomaso vzorca, smo k lizatu dodali r&a volumne kemikalij, da smo dosegli
Zelene kotine koncentracije le teh v vzorcu.

Preglednica 20: Prikaz vpliva kéine kemikalij, na koncentracijo plazmidne DNA

Koncentracija kemikalij (ml Mokra Koli éina Koncentracija plazmidne
/ g biomase) biomasa kemikalij (ml) DNA (ng/ml)
3 0,2782 0,8346 0,3
5 0,3132 1,566 0,7
7 0,2632 1,8361 0,6
8 0,3674 2,9392 0,9
9 0,3506 3,1554 1,3
11 0,3489 3,8379 0,8

Po predhodno razviti metodi alkalne lize dodamde&tlu tolikSen volumen kemikalij, da
znaSa kodna koncentracija le teh 10 ml/g biomase. Pri nageaezkusu smo izolirali
najve plazmidne DNA v primeru, ko je bila koma koncentracija kemikalij 9 ml/g
biomase. Ko smo dodajali k lizatu raztopine v korieiji med 3 in 7 ml/g biomase, smo
dobili nekoliko nizje koncentracije plazmidne DNAslede na rezultate lahko torej
sklepamo, da je potrebno ob izolaciji plazmidne DMAdati kemikalije do katne
koncentracije najmanj 8 ml/g biomase. Ni pa potcedndajati vé kot 10 ml/g biomase,
ker smo pri koncentraciji 11 ml/g biomase dosegljenvrednosti plazmidne DNA, kot pri
9 ml/g biomase.

4.3.2 Optimizacijacasa alkalne lize

Spremljali smo vplikasa izpostavljenosti lizata alkalnim pogojem, téega ko deluje na
lizat detergent SDS v alkalni raztopini NaOH.
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Slika 29: Prikaz vpliva trajanja alkalne lize nankentracijo pridobljene plazmidne DNA.

*Lizat smo izpostavljali alkalnim pogojem za 5,81 minuto.

Pri izpostavitvi vzorca alkalnim pogojem za 3 mgusmo dobili najvé plazmidne DNA,
najmanj pa v primeru 1 minutne alkalne lize. Poarsd je tudi razlika pri izolacijte smo
vzorec meSali na vrtimiku, ali pa s stekleno p&o. Ker so predvsem veliki plazmidi
ob¢utljivi na strizne sile, smo tu dobili ¥ izkoristke pri meSanju s stekleno ga.

4.4 OPTIMIZACIJA HPLC METODE

Na spodniji sliki so prikazane vse Stiri metodeskio jih preizkusali, predno smo razvili
zadnjo metodo, katero smo naprej uporabljali zeodwlje koltine plazmidne DNA.
Zadnjo metodo ozrtaje peti graf.
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Slika 30: Prikaz spreminjanja gradienta med methupacijo HPLC metode.

MfA: mobilna faza A, MfB: mobilna faza B. Od A d®so prikazane vse metode, do razvojeckenE).
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Pred razvojem kame HPLC metode, s katero smo dw@llb koncentracijo plazmidne DNA
v vzorcih, smo preizkusili tiri razine metode, z raziim gradientom mobilnih fazas

trajanja metode smo iz prvotnih 10 minut skraj$ali nekaj vé kot 4 minute. Vrh, ki

nakazuje plazmidno DNA ima pri naSem koem gradientu retencijskias med 2 in 3
minutama.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Med optimizacijo rasti bakterit.coli, smo sprotno sledili delezu plazmida v celicah pod
razlicnimi pogoji gojenja. Rast bakterij s plazmidno DNi&eh velikosti, ki sta dajale
najvisje donose pri preizkusih na stresalniku, srato optimirali tudi na bioreaktorskem
nivoju. Kot so dokazali Ze Reinikainen in sod. (898ahko vplivamo na Stevilo kopij
rekombinantnega plazmida znotraj celice, s kontrtdmperature in pH vrednosti
fermentacije. Maksimalno Stevilo kopij plazmidne BNned fazo rast celi pa zahtevajo
drugane pogoje fermentacije, kot ti, ki so potrebni péimalno bakterijsko rast in delitev
celic.

Na stresalniku smo primerjali rast petih rézih sevov bakteriE. coli, pri treh razknih
temperaturah gojenja, in sicer 28 °C, 37 °C ter°@0 Skupina Silva in sod. (2009) je
namré& pokazala, da dosezejo bakterije te vrste, pribvig§mperaturah kultivacije nizje
specifine hitrosti rasti, ter viSje koncentracije plaznaddNA. Pri viSjih temperaturah naj
bi namre prislo do visjega Stevila kopij le te v celi€ie primerjamo med seboj rezultate
gojenja sevov pri istih temperaturah (slika 6), smdi mi pri vseh sevih dokazali, da
dobimo v primeru, ko imamo nizje spec¢ife hitrosti rasti, vi@§e koncentracije plazmidne
DNA na koncu bioprocesa. Do odstopan; je priSlpriekultivaciji na 28 °C.

Poleg tega lahko iz podatkov preizkusov na strédaalmcenimo tudi vpliv temperature na
proizvodnjo plazmidne DNA. Skoraj vsi sevi (z izjeraeva z velikostjo plazmidne DNA
12,6 kb) so dosegli najége koncentracije plazmidne DNA pri temperaturi ggge37 °C
(slika 5), préakovano najnizje koncentracije le te pa pri kultijiana 28 °C. Skupina Silva
in sod. (2009) so prisli do podobnih zakkoev. Pri kultivaciji na 30 °C so prisli do visjih
specifinih hitrosti rasti, ter kafnih koncentracij biomase, a nizjih izkoristkov ptaidne
DNA, kot pri gojenju na 37 °C in 40 °C. Pri njihtwvipreizkusih pa dobijo najviSje
izkoristke le te pri 40 °C in ne pri 37 °C, kot smabili mi. Kot ugotavljajo naprej Silva in
sod. (2011) v drugi raziskavi, pride do poviSanendentracije plazmidne DNA pri
temperaturah gojenja 37 °C in 40 °C, zaradi lasinoesta ORI. Nekateri sevi imajo
namre& to mesto spremenjeno tako, da omageisje Stevilo kopij plazmidne DNA pri
temperaturah med 37 °C in 42 °C, ne pa v ajm80 — 32 °C. Pri vi§jih temperaturah
kultivacije so dobili tudi v&e koncentracije superzvite oblike le te, v primagr|s
kultivacijami pri temperaturnem obr&ja med 30 in 32 °C.
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Pri preizkusih na stresalniku smo tako pokazalisda viSanjem temperature, pri kateri
gojimo sev, povéuje tudi speciftna hitrost rasti. Za vse seve smo dokazali, dazdose
najvisje specifine hitrosti rasti pri temperaturi 40 °C, nekolikazjea pri 37 °C,
najpaasneje pa sevi grkovano rastejo pri temperaturi 28 °GQCe tako primerjamo
kultivaciji pri 37 °C in 40 °C, pa vidim nasprotdrend, saj dobimo pri 40 °C nizje
koncentracije plazmidne DNA, pri viSjih spe¢iiih hitrostih rasti. Visja kot je bila le ta,
viSja je bila tudi koncentracija celic, ter konamwija plazmidne DNA na koncu
kultivacije, s ¢imer smo potrditi naSo hipotezo, o na@$u koncentracije plazmidne
DNA, z naras8anjem biomase (slika 6). Rezultati pa se ne skbadgreizkusi drugih
raziskovalnih skupin, zato bi bile tu potrebne dadasStudije. Kot namte navajajo
Mahony in sod. (2007), vsebujejo bakterije pri MsSkoncentracijah biomase manj
plazmidne DNA na enoto biomase. Pri njihovih premk je priSlo ob razmnozevanju
celic, do izgubljanja plazmidne DNA. Kot predposfa Mahony in sod (2007), ter
Rozakov in sod. (2006), naj bi imele celice z nigpeciféno hitrostjo rasti dovol§asa za
replikacijo plazmidne DNA pred naslednjo delitvgelic, kar vodi v viSje koncentracije le
te.

Pri preizkusih na stresalniku smo uspeli dokadatidobimo na koncu bioprocesa pri visjih
temperaturah gojenja visjo koncentracijo plazmitiNvA. Delno smo uspeli dokazati tudi,
da z viSanjem spectine hitrosti rasti nar&a tudi koncentracija plazmidne DNA. Pri
kultivaciji na 28 °C dobimo nam&es primerjavi s kultivacijami pri 37 °C in 40 °C &é&ot
pol manjSe koncentracije plazmidne DNA. V primejegja na 40 °C pa smo dosegli
viSje speciféne hitrosti rasti kot v primeru gojenja na 37 °@pak presenetljivo nekoliko
nizje koncentracije plazmidne DNA (slika 6). Upa&te pa moramo dejstvo, da smo
bioproces pri 40 °C zaklgili po 7 urah kultivacije, preden so kulture preglstacionarno
fazo rasti. Pri kultivacijah na 37 °C in 28 °C pacsle te podaljSakkez na@ in bioproces
zakljwili, ko so bile kulture v stacionarnem stanju, lsgno preverjali dinamiko rasti.
NatartnejSe podatke o spreminjanju koncentracije plazeni@iNA med bioprocesom
bomo zato podali pri preizkusih v bioreaktorju, kemo takrat vsako uro stopenjsko jemali
vzorce.

Glede na dobljene rezultate pa ne moremo zé&kljua ima velikost plazmida vpliv na
specifino hitrost rasti celic. Predvidevali smo, da bo, $&wosi najvéjo plazmidno DNA
(69,7 kb) rastel najg@sneje, saj potrebujejo celice v tem primerk W@asa za
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podvojevanje plazmidne DNA. Kot je razvidno (slikan slika 3), pa je tako pri 37 °C, kot
tudi pri 40 °C, najpdasneje rastel sev, ki nosi najmanjSo plazmidno OWA kb). Do
podobnih zakljgkov so prisli tudi Cai in sod. (2010), ki so za hva plazmide (velikosti
3-10 kb) pokazali, da sta donoscistost plazmidne DNA neodvisna od velikosti plazanid
in morebitnega gena, ki je v tega vstavljen. Glededobljene rezultate lahko tudi mi
potrdimo, da velikost plazmida ne vpliva na spénidi hitrost rasti celic.

Poleg pogojev bioprocesa, ki smo jih spremljali rmedim raziskovalnim delom, pa na
proizvodnjo plazmidne DNA vplivajo tudi Stevilni nekularno bioloski parametri, ki jih
nase raziskave niso zajele. Primerjava naSih podatKiteraturnimi je tako mog@a le v
primeru, ko so vsi poizkusi narejeni z istim sevionsto plazmidno DNA. Kot ugotavljajo
Stevilne Studije (Summers, 1991; Mahony, 2007),iveplnamreé lahko na visje
koncentracije plazmidne DNA Ze uporaba d@eloh gostiteljskih sevov, kot naprimer
DH5a, DH1, ali C600, ter spreminjanje lastnosti meskl.O

Da bi potrdili naSo hipotezo o nata®ju koncentracije plazmidne DNA z natasjem
koncentracije biomase, smo se glede na rezultgémjgokultur na stresalniku (razvidni v
poglavju 4.1.1.1), odlali za nadaljnjo kultivacijo plazmidov velikosti 1D kb in 39,4 kb,
naprej v bioreaktorju. Seva ki sta nosila plazmidddlA te velikosti, sta namie
izkazovala visoke kame koncentracije celic, ter visoke kme koncentracije plazmidne
DNA. Po preteklih petih urah gojenja sogali vsi sevi dosegati k@mo gostoto okrog 6
mg/ml, sev s plazmidno DNA velikosti 39,4 kb pad@segel na koncu kultivacije najvisje
gostote (med 6 in 8 mg/ml). Kot je lepo razvidnonaklonu eksponentne faze, je za ta sev
zn&ilna tudi visoka specitna hitrost rasti, iZesar smo nato lahko ugotovili, kako to
vpliva na koncentracijo plazmidne DNA.

Na sliki 12 lahko vidimo znalne krivulje za parametre, ki smo jih spremljaliech
bioprocesom. V zaprtem bioprocesu se mikroorganianmnozujejo do trenutka, ko se
pogoji za rast i&pajo in préne koncentracija biomase padati (Raspor in Smoleihéo
1993). Ko se z#&etna hranila porabijo (Mahony in sod. navajajojedéo po 8 h, v naSem
primeru gojenja pri 37 °C pa ze po 5 h),cpa zaradi zmanjSane metabolne aktivnosti,
narasgati tudi koncentracija raztopljenega kisika v gajiskar je lepo razvidno na grafu, ki
nakazuje trend spreminjanja le tega. Skladno shookasika na tem grafu, @ne padati
tudi krivulja, ki nakazuje pH vrednost (slika 12aradi metabolne aktivnosti bakterijskih
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celic pride namré do zakisanja goji&, kar je normalen fizioloSki pojav, ki se sklada s
povisano rastjo kulture.

S spremljanjem raztopljene koncentracije kisikar t@H vrednosti brozge med
bioprocesom, tako lahko sklepamo kaj se med bigs@mm dogaja z organizmom. Pri
prvem bioprocesu, kjer smo plazmid gojili najveéasa, je zelo lepo razviden trend
pove&ane uporabe kisika po préémih Sestih urah gojenja. Pojav se lepo sklada s
spremembo naklona grafa, ki nakazuje rast bionmigee,pricne kultura rasti pgasneje.
Najverjetneje pride na tej ¢ki do limitacije s katerim od hranil in @gne kultura z
uvajanjem druge vrste metabolne poti. Rast se ramypetasni, potrebe po kisiku pa
nenadoma narastejo. Skladno s tem se poviSa tudrgdihost goji&a (slika 12). Ko pade
koncentracija kisika na kriho tatko je potrebno zviSati hitrost meSanja, da zagotovi
vec raztopljenega kisika v gojig. To pa lahko naredimo do dokne meje, saj se pne
ob tem kultura peniti.

Po nekaj urah izvajanja bioprocesa pride do zmasj§erabe kisika, deloma tudi zaradi
izérpanja vira ogljika. Kot navajajo Sezanov in so@0(Q7), se rast ustavi zaradi
pomanjkanja uporabnih virov ogljika, ki ga pred$§&ge v gojiZu Luria-Bertani
aminokisline in ne sladkorji. Tudi v primeru upoeaaminokislin kot edinega vira dusika,
lahko namre pride do pojava, ki mu pravimo diavisa rast. D"Ari in sodelavci (2007) so
pri raziskovanju rasti bakter. coli prisli do zakljgkov, da pride v zgodnji eksponentni
fazi, ko doseze OD 600 vrednost okrog 0,3 do nemagmemembe v fiziologiji celice in
velikost celic se manjSa. Podobno sta tudi Wanglach (1978) opisala, da izkazujejo
bakterije te vrste zelo zgodaj v »eksponentni« fagii na LB goji8u rastne karakteristike,
podobne spremembam rasti v dia¥ksifazi. D'Ari in sod (2007) so nato sklepali, data
pojav vpliva dostopnost amino kislin, ki se zlahkaorabijo kot viri ogljika. Ob
prewevanju prostih aminokislin v gojid so prisli do zakljtka, da celice bakterk. coli

na LB goji€u porabijo kot vir ogljika za rast najprej lazjegaadljive aminokisline, ko teh
zmanjka pa preidejo na tezje razgradljive. S pajadiavkstne rasti na razini mesanici
amino-kislin sta se ukvarjala tudi Kinjo in Nikaid@961) in ugotovila, da celice kot vir
ogljika najprej porabijo aspartat in arginin, serm cistein, medtem ko se preostale
aminokisline (na primer levcin in valin) ne porabijse dokler celica ne preide v naslednjo
fazo rasti. Kot vemo, pride pri gojenju baktetijcoli v minimalnem goji8u z glukozo do
pretvorbe glukoze v acetat in ostale organskengaslKasneje v eksponentni fazi rasti pa
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celice rastejo primarno zaradi oksidacije teh osgankislin. Sprememba v viru ogljika,
je tako verjetno neizogibna komplikacija pri Sarkuitivaciji.

Kot smo dokazali Ze pri preizkusih na stresalnikkat to potrjujejo tudi skupina Brand in
sod. (2012), je za cdinkovito proizvodnjo plazmidne DNA potrebna visokanéna
koncentracija celic. V nasprotju pa skupina Mahongod. (2007) ugotavlja, da v primeru
proizvodnje plazmidne DNA na c&fliem nivoju potrebujemo le proces DNA replikacije in
ne tudi transkripcije in translacije, kot pri preanji proteinskih produktov. Poslédio ne
moremo zagotoviti visokih titrov produkta le s meddnjo visokih kokin biomase. V
poglavju 4.2.1 so predstavljeni rezultati biopramses enkratnim polnjenjem v bioreaktorju
(preglednica 18), kjer lahko vidimo vpliv koncerdija celic na koncentracijo plazmidne
DNA. Pri preizkusih s plazmidno DNA velikosti 10kb, smo delno potrdili ugotovitev
skupine Mahony in sod. (2007), saj smo v primem,skno pri 40 °C dosegli najvisje
koncentracije biomase, istmsno izolirali najmanjSo koncentracijo plazmidne AN
Najved plazmidne DNA smo presenetljivo izolirali na konbioprocesa pri 28 °C, ko
imamo za skoraj tretjino nizjo koncentracijo celic.

Tudi v primeru kultivacij v bioreaktorju pa smoktaza plazmidno DNA velikosti 10,7
kbp, kot tudi za 39,4 kb, potrdili korelacijo meddanjem koncentracije plazmidne DNA,
z naras8anjem specifine hitrosti rasti. Skupina Mahony in sod. (2007)ptovezujejo z
dejstvom, da imajo bakterije z nizjo spedifd hitrostjo rasti dovolfasa za podvojevanje
plazmidov pred vsako delitvijo celic. Helmstetter Cooper (1968), pa sta prisla do
ugotovitve, da se pfne replikacija DNA v katerikoli fazi rasti celica ije odvisna od
speciftne hitrosti rasti celiceCas v katerem se odvije celoten ciklus replikacige j@
konstanten in ni odvisen od tega, v kateri stopagti je mikroorganizem. Predvidevajo le,
da se pri hitro rasteh bakterijahE. coli pricne nov krog replikacije pred tem, ko se
prejsnji uspe zakliti.

S stopenjskim vzéenjem smo lahko dotdi stabilnost koncentracije plazmidne DNA
med stacionarno fazo rasti mikroorganizma. Med emouintervalnim vzo¥enjem smo
prisli do ugotovitev, da je naj¢@ koncentracija plazmidne DNA ob koncu eksponentne
faze rasti, 0z. na prehodu v stacionarno fazo. da&eho stacionarno fazo se Kaohia
nekoliko ohranja in p&ne nato na sredini stacionarne faze nekoliko padbt navaja
Quaak (2009), naj bi ¥ao plazmidne DNA celice proizvedle med fazo redajote rasti.

Ko se nivo rasti upgasni, je namr& celicna metabolna aktivhost navadno nizja, kar
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pomeni ve dostopnih hranil in energije za plazmidno replij@cPri kultivaciji na
stresalniku in bioprocesu z enkratnim polnjenjenajormikroorganizmi omejeno dobavo
hranil, zaradicesar dobimo na koncu bioprocesa nizjo vsebnost raupe oblike
plazmidne DNAge le tega vodimo predolgo.

Na sliki 22, ki prikazuje spreminjanje koncentrachiomase in plazmidne DNA med
gojenjem seva pri 28 °C, pa lahko vidimo, da dossée v naSsem primeru najvisjo
koncentracijo plazmidne DNA po sedmih urah gojekgaje kultura na koncu eksponentne
faze rasti. Rezultat se sklada s simulacijo, kj@o gpredpostavili, da dosezemo pri tej
temperaturi gojenja najviSjo koncentracijo plazn@dBDNA po priblizno Sestih urah
gojenja. Na sliki 19ahko nato naprej vidimo obnaSanje seva s plazmRINé velikosti
7,1 kb, ki dosezZe najviSjo koncentracijo le te piblZno Sestih urah gojenja. To pa se ne
sklada z naSo simulacijo, kjer smo predpostavid, s& pri 37 °C dosezejo najviSje
koncentracije plazmidne DNA Ze po priblizno treinah kultivacije. Za natamejSo
potrditev bi bili potrebni dodatni preizkusi, sapg simulacijo delali le s pond seva, ki

je nosil plazmidno DNA velikosti 10,7 kb, zato jernoga@e prislo do takega odstopanja.

Pri Sarznem n@anu obratovanja bioprocesa smo tako dokazali, deefi®mo najvisje
koncentracije plazmidne DNA, ko je kultura v poakisponentni fazi rasti. Ker lahko s
pomaijo dohranjevanja kulture z razhimi hranili vplivamo na podaljSanje eksponentne
faze rasti, lahko predpostavljamo, da s tentinman kultivacije pridobimo viSje
koncentracije plazmidne DNA. VpraSanje je, s katetiranilom dohranjevati, da bi
dosegli viSje koncentracije le te.

Pri rezultatih gojenja na stresalniku, pri temperai kultivacije 28C in 37 °C (poglavje
4.1.1.2) smo prisli do zaklgka, da vpliva na kaimo koncentracijo plazmidne DNA
velikosti 10,7 kb, dodatek triptofana, ter kvasnegatrakta v goji&. Dodatek glukoze pa
nima nobenega vpliva, saj je kora koncentracija enaka kot v primeru, ko v ggifismo
dodajali nobenih hranil. Pri preizkusu na bioreadtem sistemu, smo tako izvedli Sarzni
sistem z dohranjevanjem triptona, pri temperatBi €. V primeru kultivacije na
stresalniku pri 40 °C, pa smo dobili ravno obrateeultate, saj je v veliki wni viSja
koncna koncentracija plazmida dosezena v primeru, k@ $wlturo dohranjevali z
glukozo. Tudi skupina Silva in sod. (2009), je dypaeajboljSe rezultate ob uporabi nizjih
koncentracij triptona. Uporaba triptona kot vira iaokislin, namré poviSa Stevilo
molekul plazmidne DNA znotraj celice,csner dosezemo tudi visji spedifii donos le te.
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Pri poskusih na bioreaktorju smo uspeli potrdifpdiezo, da doseZzemo pri bioprocesu z
dohranjevanjem substrata nekoliko viSjo koncenwaplazmida na liter goji& kot pri
bioprocesu z enkratnim polnjenjem. Glede na tosaaile razlike zelo majhne, bi bilo
smiselno narediti dodatne preizkuse. Dodatne rageskso potrebne predvsem pri
odkrivanju primernega trenutka za zaustavitev lmopsa, ko dosezemo najvisje
koncentracije plazmidne DNA, da ne izgubljamo le ze morebitnim nadaljnjim
podaljSevanjem bioprocesa.

Cai in sod. (2010) ugotavljajo Se, da dobimo pojppocesu z enkratnim polnjenjem, glede
na kratektas le tega, viSje koncentracije superzvite oblilkzmidne DNA v primerjavi s
kontinuirnim obratovanjem in dohranjevanjem. Izg@aplazmidne DNA smo izvajali po
prilagojenem postopku, ki so ga uporabili skupimarékar in sod. (2009) in zagotavlja
izolacijo plazmidne DNA pretezno v superzviti ollikz dobljenih rezultatov pa ne
moremo sklepati, da dobimo pri Sarzni kultivacigje koncentracije le te v primerjavi z
bioprocesi z dohranjevanjem substrata. Da bi teddobi bili smiselni nadaljnji poiskusi z
uporabo analitskih kolon, ki omogmjo winkovito lo¢evanje raztinih oblik plazmidne
DNA.

V literaturi smo naleteli na Se en zanimiv pristozviSevanju koncentracije plazmidne
DNA znotraj celice, ter ga preizkusili tako na saimiku, kot tudi na bioreaktorskem
nivoju. Kot navaja Clewell (1972), lahko z dodatkdhoramfenikola k celicam, ki so v
eksponentni fazi rasti, dosezemo visoke titre pldmen DNA na koncu bioprocesa.
Dodatek kloramfenikola namteovzrai inhibicijo sinteze proteinov, ki so pomembni za
iniciacijo replikacije kromosomske DNA, medtem, ls@ plazmidna DNA sintetizira
naprej. Pri njegovem poizkusu se je po dveh ddhstirah od dodatka kloramfenikola v
gojike, plazmidna DNA replicirala priblizno osem krat ljbantenzivno, kot pod
normalnimi pogoji. Replikacija se je nadaljevala 3@ do 15 ur po dodatku
kloramfenikola, med tendasom pa je Stevilo plazmidov na celico zrastlo ka@ 125-
krat. V nasSem primeru Kkultivacije na stresalniku pocele celice po dodatku
kloramfenikola zelo hitro prehajati v stacionar@zd rasti. Na koncu bioprocesa smo pri
vseh sevih zabelezili nizje koncentracije plazmiddi€A, kot v primeru kultivacije pri
istin pogojih, a brez dodatka antibiotika. Ker paoskulture na stresalniku pustili rasti
preko n@i in vzorili kulturo za izolacijo plazmidne DNA ko so celige odmrle (slika 7),
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pa smo se odtili poskus ponoviti Se v bioreaktorju, saj tam lahépremljamo nihanje
koncentracije plazmidne DNA skladno z dodatkom dthofenikola.

V literaturi navajajo, da pride ob dodatku kloranik®la do prenehanja rasti populacije
bakterijE. coli, po dol@genem prilagoditvenem obdobju pagme koncentracija plazmidne
DNA eksponentno narddti. Stevilo kopij plazmidne DNA se povisa v prijesti z
genomsko DNA za skoraj pet krat (Silva in sod.,20Reinkeinen, 1988). Tudi v naSem
primeru kultivacije kulture s plazmidno DNA veliko89,4 kp v bioreaktorju (slika 25),
lahko vidimo da pride po tem, ko smo dodali kloranikol v goji£e do odmiranja celic.
Koncentracija plazmidne DNA pa pnie nara&ti in je najviSja po dveh urah od dodatka
kloramfenikola v goji8e. Po treh urah smo se odlloproces prekiniti, saj koncentracija
plazmidne DNA ni nard®la ve&. Glede na rezultate preizkusa na stresalniku bi s
podaljSevanjem kultivacije kultura preSla v fazaymnja, s¢éimer bi pricela padati tudi
koncentracija plazmidne DNACe primerjamo rezultate kultivacije v bioreaktorja isti
sev, pri isti temperaturi (preglednica 18), vidinda smo z dodatkom kloramfenikola
izolirali za skoraj tretjino v@plazmidne DNA.

V prihodnje bo kljgna tudi koltina uporabe kemikalij, ki so potrebne za izolacijo
plazmidne DNA. Stevilne $tudije, ki se ukvarjajdesn vprasanjem, so predpostavile, da
dosezemo istaistost koknega produkta ob uporabi nizje katie reagentov, kot so
navedeni v metodi izolacije plazmidne DNA z alkalimo, ki sta jo razvila Birnboim in
Doly (1979). Posledno smo se lotili postopka alkalne lize s Sestimzlitaimi
koncentracijami reagentov, ter prisli do zakka, da je za uspesno izolacijo dovolj Ze,
uporabimo kemikalije do kame koncentracije najmanj 8 ml/g biomase (in ne 1/@,Mot
predpostavlja metoda). S tem pristopom nekoliko ggamo uporabo kemikalij in
izoliramo plazmidno DNA enake kakovosti. Tudi skugpiBo in sod. (2007), so prisli do
podobnih zakljgkov, da donos pDNA ne nak&s ve, tudi ¢e dodamo visje razmerje
kemikalije:biomasa, od 11:1. Poleg tega so ugatosd, da lahko znizamo tudi
koncentracijo uporabljenega CaGia 0,13 M, ter pri tem dobimo sprejemljiv delez
plazmidne DNA (>90 %) in odstranimo >89 % RNA malékKoli¢ino reagentov
potrebnih za alkalno lizo in precipitacijo lahkdk®azmanjSamo, brez da bi vplivali na
donos super zvite oblike plazmidne DNA, s tem gdaoliBamo ekonomijo procesa, ter
znizamo okoljski vtis le tega.
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Poleg uporabe kemikalij pa smo optimizirali tédss, ko je bil lizat izpostavljen alkalnim
pogojem. Najveé plazmidne DNA smo izolirali v primeru, ko smo veorizpostavili
alkalnim pogojem za tri minute (slika 29). Podolpaizkus so za plazmidno DNA enake
velikosti izvedli tudi skupina Lendero — Krajnc sod. (2009), ter prisli do zakljka, da
dobimo najvé plazmidne DNA ¢e izpostavimo lizat alkalnim pogojem za krajas (1 in

3 minute), kot ga navaja metoda (5 minut). V nji@evprimeru so uporabljali tri razhe
koncentracije NaOH (0,05, 0,075 in 0,1 M), terelyisnajviSje koncentracije plazmidne
vedji plazmidi oktutljivi tudi na strizne sile, ki so jim izpostavije med procesom
izolacije. V naSem primeru smo tako zasledikjeazkoristke plazmidne DNA, v primeru
ko smo lizat med izolacijo meSali s steklenockal] namesto na vrtémiku kot to
predpostavlja metoda.

Ucinkovitost izolacije plazmidne DNA s porjo prilagojene metode alkalne lize, smo na
koncu preverili s pomgo anionsko-izmenjevalne kromatografije, ob uporabiM
monolitnih diskov. Glede na podatke v literaturimi®@kar in sod. 2010), smo ustrezno
prilagodili tudi HPLC metodo (slika 30). Pri naSel@lu smo uporabljali HPLC metodo z
namenom analize velikega Stevila vzorcev izoliramled bioprocesom, tako da smo
metodo ustrezno skrajsali iz prvotnih desetih, oatke Stiri minute. Med dvema in tremi
minutami smo dobili znalen vrh, ki nakazuje koncentracijo plazmidne DNRer smo
predvidevali, da bi vrh lahko nakazoval tudi RNA)svsebnost le te v eluatu preverili Se
s pomajo gelske elektroforeze. Z gelsko elektroforezdtalocimo in ¢istimo fragmente
DNA ali RNA, ter proteine. Agarozna gelska elektn&za se navadno uporablja za
locevanje DNA molekul razinih velikosti, kot recimo genomske in plazmidne DNA
(Clark, 2010). Glede na polozaj lis (slika 27) lahkklepamo, da smo s potj
precipitacije s kalcijevim kloridom uspeSno odsiliaRNA in izolirali plazmidno DNA v
super zviti obliki.Ce bi prislo do razgradnje plazmidne DNA, bi to mdugopazili kot lise
man;jSih velikosti kot je bil velik nas plazmid (39%b). Prav tako bi na gelu opazili tudi
prisotnost RNA molekul v dvehc@cenih vzorcih, ki smo jim pred nanosom na gel dodali
encim ribonukleazo. Pri teh dveh vzorcih smo tagkazali da nakazuje zéitna lisa ki se
pojavi na gelu, plazmidno DNA velikosti 39,4 kb dg ne gre za RNA molekule.
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5.1 SKLEPI
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo edsje:

» Uspeli smo potrditi hipotezo, da z natagjem koncentracije biomase naa$udi
koncentracija plazmidne DNA.

« Potrdili smo hipotezo, da je spec¢iia hitrost rasti bakteri. coli, tako v
bioprocesu z enkratnim polnjenjem, kot v bioprocesiohranjevanjem odvisna od
temperature kultivacije. V bioreaktorju smo z omlmmi pogoji dosegli visoke
koncne koncentracije kulture, ter visok donos plazmibivA.

e Pokazali smo, da dobimo pri procesu z dohranjevanigje korgne koncentracije
plazmidne DNA.

* Potrdili smo hipotezo, da dodatek kloramfenikolgejis¢e vpliva na poviSanje
koncentracije plazmidne DNA, vendar &, prav@éasno zakljdimo bioproces.

« S pomdjo kromatografije in gelske elektroforeze smo pititfrdia izoliramo s
prilagojeno metodo alkalne lize in precipitacijkacijevim kloridom plazmidno
DNA pretezno v superzviti obliki.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Na podr@ju medicine in molekularne biologije se vedno baljeljavljajo terapevtske
ucinkovine, ki temeljijo na plazmidnih DNA molekulaluporabljajo se kot orodja za
proizvodnjo rekombinantnih proteinov ter kot teraigka sredstva na podfa genske
terapije in DNA cepiv. Pri kliiinih preizkusih na podigu genskega zdravljenja se kazejo
potrebe po vedno ¥gh koli¢inah visoko kakovostne plazmidne DNA, ki se upgeakbt
vektorska molekulaCe je proizvodnja plazmidne DNA velikosti do 15 kiip dobro
prewena, pa je malo podatkov o pripravicjle plazmidovceprav potreba po njih nakas
Zato smo odlsili optimirati na bioreaktorskem nivoju bioproces pgazmidno DNA
velikosti 39,4 kbp, kar pa zahteva tudi dmdoe prilagoditve pogojev bioprocesa in
postopkov ¢is¢enja. Visoke kodtne koncentracije celic so predpogoj za&inkovito
proizvodnjo visoko kakovostnih plazmidnih DNA molgkzato smo najprej optimizirali
procesne parametre, ki vplivajo na gojenje ceKot gostiteljski organizem smo uporabili
bakterije vrsteEscherichia coli, potomke sev&. coli K-12, ki je bil odobren s strani FDA
in se tako uporablja v postopkih proizvodnje pladmei DNA pod GMP pogoji. Kulture s
petimi razlenimi velikostmi plazmidne DNA smo najprej gojili natresalniku v
erlenmajericah s stransko roko, s p@éjuokaterin smo lahko spremljali optio gostote
celic. Uspeli smo pokazati, da koncentracija plaitmai DNA nara& skladno z
naraganjem koncentracije biomase. NajviSje koncentrgdggmidne DNA smo dosegli v
primeru kultivacije na 40 °C. Za plazmida velikosi, 7 kbp in 39,4 kbp smo nato ponovili
poskuse tudi na bioreaktorskem sistemu, kjer snikoladolcili tudi spreminjanje
koncentracije plazmidne DNA med razlimi fazami rasti mikroorganizma. Najgje
koncentracije le te smo zabelezili med prehodorekigponentne v stacionarno fazo rasti.
Pri poskusih na stresalniku smo zabelezili visotedentracije plazmidne DNA v primeru
ko smo v gojige dodali tripton in kvasni ekstrakt. Na bioreakkem® nivoju smo zato
loceno izvedli bioprocese z dohranjevanje teh sulwstrater dosegli viSje kame
koncentracije plazmidne DNA v primerjavi s Sarznifmoprocesi. Prav tako smo s
poskusom na bioreaktorskem sistemu potrdili navaedbéerature, o poviSanju kéne
koncentracije plazmidne DNA ob dodatku kloramfeihake gojiZe. Poleg optimizacije
bioprocesnih parametrov smo prilagodili tudi zakfjuprocestiscenja plazmidne DNA, ki
je okZutljiva na strizne sile, ki se pojavijo med postopkalkalne lize. Pokazali smo, da
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moramocas izpostavitve lizata alkalnim pogojem skrajSatipetih na tri minute. RNA
molekule, ki so eden glavnih kontaminantov v lizagmo odstranili z uporabo
izboljSanega protokola alkalne lize, ki vKijyje precipitacijo s pomgo kalcijevega
klorida ter tako dosegtisto plazmidno DNA v superzviti obliki.

6.2 SUMMARY

Plasmid DNA based therapeutics have become an tangdopic in the field of medicine
and molecular biology. They are mainly considersdaatool for recombinant protein
production, and a potential therapeutic agent,efommple in gene therapy or as DNA
vaccine. Due to increased number of clinical trialgene therapy demand for high-quality
plasmid DNA used as a vector is constantly growiBgsides, there is a trend to use
plasmid DNA of larger size above 15kbp. While protibn of smaller plasmid DNA is
already well established, there is little literatudata available for larger plasmids. This
was motivation to optimize production of 39.4 klapge plasmid DNA on bioreactor scale
together with appropriate downstream processingceShigh cell density of bacteria is a
prerequisite for efficient production of high-qugli plasmid DNA first step was
optimization of bacteriunk. coli process parameters. As host orgarisi@oli K-12 were
used as they have been approved by the FDA inrdiff@orocesses and can thus be applied
for plasmid DNA production under GMP conditionsitiadly we were cultivating five
cultures containing different sized plasmid DNAamorbital shaker in Erlenmeyer flasks
with a sidearm, that enabled measurement of optigldldensity. We have shown that the
concentration of plasmid DNA is increasing in aclzorce with the biomass concentration.
Maximum concentration of plasmid DNA was achievdtew cultivation was carried at 40
°C. For the plasmids of 10,7 kbp and 39,4 kbp bieprocess was further transferred on a
bioreactor level, where determination of plasmid Abbncentration during the various
growth phases of microorganism was possible. Tgbdst concentration of plasmid DNA
was observed during phase of limitation presentnmie culture is transforming from
exponential to the stationary growth phase. Dugrgeriments on the shaker the highest
final plasmid DNA concentration was determined wligiptone and yeast extract were
added to the culture medium. The same fed batclkrempnts procedure was therefore
tested also a bioreactor level and also in biocgabigher final concentration of the
plasmid DNA in comparison with batch cultivation svachieved. With the experiment in
bioreactor we also confirmed literature data tha@ditton of chloramphenicol increase
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plasmid DNA concentrations. Beside the optimizatidrbioprocess parameters, we also
adapted downstream process of plasmid DNA, dudstednsitivity to shear forces and
chemical environment that occur during the alkalyses. We have shown that the critical
time of expose of lysate to alkaline conditionsdseé be shortened from five to three
minutes. With usage of improved alkaline lysis poai incorporating CaGlprecipitation
step, we removed majority of RNA molecules thatragn contaminant and achieve pure
super-coiled plasmid DNA.
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PRILOGE

Priloga 1: Umeritvena krivulja za da@lanje koncentracije plazmidne DNA (mg/ml) v vzoroitivzetih med
bioprocesi, analiziranih s tekimsko kromatografijo visoke tdjivosti
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Koncentracija plazmidne DNA (mg/ml)

Priloga 2: Umeritvena krivulja za dalanje koncentracije celic (mg/ml) pri merjenju @épg gostote tako
off-line, kot tudi in-line.

y =1,9324x3 - 1,3925x2 + 3,493 1x
R?=0,9995

Biomasa (mg/ml)
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Priloga 3: Primerjava spedifiih hitrosti rasti med gojenjem kultur na stredalniz razlénimi sevi, pri
razliénih temperaturah

Temperatura 4887 7023 4247 8878 4245
(10,7kbp) (12,6kbp) (69,7kbp) (7,1Kbp) (39,4kbp)
28 °C 0,3889 0,6505
0,4490 0,5986
37°C 0,5934 0,5585 0,7935 0,5185 0,543
37°C 0,7345 0,7496 0,6266 0,6559 0,6518
40 °C 0,9019 0,9687 0,9745 0,8922 0,8743
40°C*cf  0,9656 1,0763 1,1439 0,9845 0,9049

Priloga 4: Primerjava povptg specificnih hitrosti rasti med gojenjem kultur na stresalniz razlénimi
sevi, pri razlénih temperaturah

Specifina hitrost rasti (h™)

Temperatura | 4887 | 7023 (12,6kbp)| 4247 (69,7kbp 8878 4245 (39,4kbp)
(10,7kbp) (7,1kbp)

28 °C 0,4190 0,6246

37°C 0,6640 0,6541 0,7101 0,5872 0,5974

40 °C 0,9019 0,9687 0,9745 0,8922 0,8743




