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Poznan

gzenie do obnizenia kosztéw biosyntezy réznych cennych metabolitéw
komodrkowych doprowadzito do ogromnego zainteresowania stosowaniem

organizméw zrekombinowanych. Odnotowano na tym polu szereg powaznych

sukcesow. Przyktadem moze by¢ doskonalenie produkcji aminokwaséw w Ja-
ponii, czy enzyméw przez firme Novo Nordisk w Europie.

Uderzajace jest to, ze mimo ogromnego rozwoju inzynierii genetycznej, w li-
teraturze Swiatowej istnieje bardzo mato opiséw ekspresji klonowanych genéw
w skali pilotowej, a juz zupelnie brak jest danych na temat proceséw pro-
wadzonych w skali przemystowej. Wynika to z powigzania ich z pracami nad
projektowaniem produktu kohcowego, co z oczywistych wzgledow objete jest
tajemnica produkcyjng firm biotechnologicznych. W literaturze Swiatowej
mozna jednak spotka¢ kilka prac omawiajacych warunki efektywnego wyko-
rzystania mikroorganizmow zrekombinowanych w procesach fermentacyjnych
(1,9,21).

1. Warunki hodowli Escherichia coli

Podstawowym celem procesu hodowli kazdego mikroorganizmu o znacze-
niu przemystowym jest uzyskanie wysokiej wydajnosci produktu, maksymal-
nej produktywnosci bioreaktora, wysokiego stezenia produktu i jego odpo-
wiedniej czystosci. Wiekszos$¢ proceséw prowadzonych z udziatem mikroorga-
nizmoéw zrekombinowanych ma na celu produkcje okreslonych biatek. Sa one
wytwarzane w fazie szybkiego namnazania biomasy komorkowej.

Dotychczas wiekszos¢ hodowli zrekombinowanych bakterii jest prowadzo-
na za pomoca metody okresowej, ktéra charakteryzuje sie duzag prostota.
Nalezy jednak podkresli¢, ze najkorzystniejsze warunki do szybkiego wzrostu
komoérek i syntezy wielu produktoéw stwarza metoda ciggta. Podstawowym
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warunkiem jej realizacji jest utrzymanie rownowagi miedzy szybkoscig roz-
cienczania pozywki (D) i wiasciwa szybkoscig wzrostu komorek (3).

W hodowlach E. coli prowadzonych w specjalnych warunkach gestos$¢ ko-
morek waha sie w granicach 25 - 45 g s.m./U jednak mozliwe jest uzyskanie
stezenia dochodzgcego do 100 g s.m./L i wiasciwej szybkosci wzrostu w gra-
nicach 0,1-0,6 h'i (14,21). Wydajno$¢ biomasy w przeliczeniu na zrodto
wegla (cukier), jak i przeliczana na inne makroelementy, np. azot lub fosfor,
zalezy od stosowanego szczepu bakterii, temperatury hodowli oraz natlenienia
i pH pozywki.

Podstawow)mi warunkiem wzrostu komorek jest ich dobre odzywienie. Po-
jawienie sie substratbw ograniczajacych wzrost odbija sie na zwolnieniu pro-
dukcji biomasy. W hodowlach prowadzonych w warunkach przemystowych
pierwszym czynnikiem ograniczajacym jest zwykle tlen. Krytyczny poziom tego
gazu w pozywce wynosi ok. 0,008 mmola/L. Przy wysokiej koncentracji ko-
morek zuzycie tlenu jest tak duze, ze system natleniania jest zwykle niewy-
starczajacy. W takich przypadkach stosuje sie obnizenie temperatury hodowli,
co polepsza rozpuszczalnosé tlenu i hamuje wzrost komoérek.

Duzy wplyw na szybko$¢ wzrostu komoérek E. coli i typ metabolizmu ma
stosunek stezenia glukozy do tlenu. Przy wysokiej koncentracji glukozy do-
chodzi do przejscia z metabolizmu tlenowego na beztlenowy. U E. coli objawia
sie to tworzeniem kwasu octowego. Podobne zjawisko znane jest u drozdzy
S. cereuisiae pod nazwag efektu Crabtree. Pojawienie sie metabolizmu beztle-
nowego nastepuje przy wiasciwej szybkosci wzrostu 0,35 h * (15).

Przedmiotem pracy jest przedstawienie stanu wiedzy na temat relacji mie-
dzy warunkami prowadzenia fermentacji w bioreaktorze a ekspresjg genow
kodujgcych zrekombinowane biatko.

2. Uwarunkowania ekspresji genéw

Komérki, do ktérych wprowadzono zrekombinowane geny za pomocg we-
ktorow plazmidowych zawieraja dwa wspotzawodniczace ze sobg systemy re-
gulacji replikacji, segregacji oraz ekspresji genéw: chromosomu gospodarza
i wprowadzonego plazmidu.

Z uwagi na wielko$¢ obu typow DNA liczba sekwencji regulujacych eks-
presje gendéw znajdujacych sie w genomie gospodarza jest zwykle znacznie
wieksza od liczby sekwencji regulujacych ekspresje genéw znajdujgcych sie
w wektorze ekspresyjnym dla zrekombinowanego biatka. Ekspresja gendéw
chromosomu gospodarza jest nakierowana na synteze skiadnikéw komoérko-
wych, a zatem na wzrost biomasy komoérkowej, podczas gdy ekspresja genow
plazmidu prowadzi gtéwnie do produkcji zrekombinowanego biatka. Miedzy
tymi procesami wystepuje konkurencja. Zrekombinowane biatka mogg by¢
dla komorki gospodarza korzystne, gdy wspomagajg lub rozszerzajg jego po-
tencjal metaboliczny. Zwykle jednak maja charakter konkurencyjny. Teorety-
cznie mozna zaktadacd, ze w przypadku znaczacej przewagi ekspresji plazmidu
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czes¢ energii metabolicznej komoérki musi by¢ zuzyta na produkcje zrekombi-
nowanego biatka, co moze prowadzi¢ do $Smierci komorki. Utrzymanie dobrego
wzrostu oraz wydajnej syntezy zrekombinowanego produktu zalezy od osigg-
niecia wiasciwej regutacji obu wspotzawodniczacych systeméw. Decydujagcym
elementem w regutacji ptazmidu jest wprowadzenie do niego sekwencji kon-
trotujacych jego reptikacje i ekspresje gendw.

Drugim powaznym problemem w hodowtach zrekombinowanych szczepéw
moze by¢ brak stabitnosci ptazmidow, wynikajacy gtéwnie z braku stabitnosci
segregacyjnej plazmidéw przy rozdziale miedzy potomne komorki. Prowadzi
to do wytworzenia sie poputacji mieszanej, w ktérej — w wyniku podziatow
komérkowych — pojawiajg sie, obok komoérek zawierajgcych plazmidy, ko-
morki catkowicie ich pozbawione. Szybko$¢ wzrostu obu populacji mozna
zapisa¢ nastepujaco (14):

gt - MW -P)

X- X+ P,

K+s*T g K+S

da = "

gdzie poszczegblne parametry oznaczaja:

X — stezenie biomasy, t — czas, p — wiasciwa szybko$¢ wzrostu,

+/- — komorki z i bez plazmidu, S — stezenie substratu, K — stata Monoda,
P — stezenie produktu.

Kinetyka syntezy produktéw zwigzanych z procesami, w ktérych komoérka
[wytwarza energie jest opisana za pomocg réwnania Luedekinga-Pireta (11):

dpP dX+
dt dt+ A
gdzie:

a — wspoiczynnik tworzenia produktu zwigzanego ze wzrostem komorki;
3 — wspodtczynnik tworzenia produktu nie jest zwigzany ze wzrostem komorek.

Imanaka i Aiba (8) przeprowadzili teoretyczne obliczenia kinetyki wzrostu
heterogennej populacji zrekombinowanych komérek. Zatozyli oni wystgpienie
réoznicy we wilasciwych szybkosciach wzrostu miedzy komérkami zawieraja-
cymi plazmidy i pozbawionymi ich, a takze przyjeli niskie prawdopodobien-
stwo prawidltowej segregacji plazmidéw miedzy potomne. Stwierdzili oni, ze
przy takich zatozeniach po 25 podziatach komérkowych w poputacji pozosta-
nie tytko 10% komdrek posiadajgcych wprowadzone plazmidy. Wyboér 25 ge-
neracji odpowiada przecietnej liczbie generacji, jakie majg miejsce w czasie
procesu produkcyjnego prowadzonego od ,,skosu agarowego” do duzego bio-
reaktora.
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Zestawienie
Niekorzystne zjawiska wystepujgace w przemystowych hodowij\ch
ZREKOMBINOWANYCH MIKROORGANIZMOW

Zwolnienie szybkosci wzrostu komérek w miare zwiekszania poziomu ekspresji
zrekombinowanego genu

Utrata plazmidéw zawierajgcych geny kodujgce rekombinowane biatko w miare po-
dzialtbw komorkowych, co prowadzi do opanowania bioreaktora przez komorki
pozbawione plazmidéw

Zmniejszenie produktywnosci objetosciowej bioreaktora

Biorge pod uwage wymienione trudnosei nalezy stwierdzi¢, ze utrzymanie
stabilnosci plazmidéw i wydajna ekspresja genéw w warunkach in vitro u ba-
kterii wymagaja spetnienia nastepujgcych warunkow:

1) zapewnienie sprawnego przekaz}rwania rekombinowanych genéw do ko-
morek potomnych,

2) eliminacja komérek pozbawionych systemu ekspresji danego genu (ko-
morek, ktére stracity plazmid),

3) efektywna i regulowana transkrypcja oraz translacja, a takze

4) odpowiedni system modyfikacji i sekrecji metabolitow.

Wymienione postulaty powinny by¢ uwzgledniane przede wszystkim na
etapie projektowania i konstrukcji mikroorganizmu rekombinowanego. Pewna
czes$¢ regulacji molekularnych moze jednak byé przeprowadzona przy wyko-
rzystaniu czynnikéw srodowiskowych. Manipulacja tymi czynnikami, w po-
wigzaniu z konstrukcjg wektora, jest praktycznie jedynym dostepnym $rod-
kiem pozwalajagcym na regulacje ekspresji gendéw na etapie realizacji procesow
przemystowych. Umiejetne ich wykorzystanie jest nadal niedostatecznie znane
przez kadry biotechnologéw zajmujacych sie przemystowymi procesami mikro-
biologicznymi.

3. Strategia prowadzenia ekspresji genéw w skali bioreaktora

Zapewnienie wysokiej wydajnosci ekspresji genéw w bioreaktorze wymaga
przyjecia jednej z dwoch wymienionych strategii:

1) prowadzenia jednostopniowej fermentacji z ekspresjg genu polgczong
z ciaggtg eliminacjg bezplazmidowych segregantéw,

2) prowadzenia fermentacji dwustopniowej, tj. namnazania biomasy ko-
morkowej w pierwszym etapie przy blokadzie ekspresji sklonowanego genu
i jego ekspresja w drugim etapie.

Ponizej oméwiono metody hodowli i czynniki srodowiskowe wykorzystywa-
ne przy realizacji obu tych strategii.
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3.1. Stosowanie antybiotykow

Jedna z najszerzej stosowanych metod eliminacji komoérek, ktére utracity
plazmid jest selekcja antybiotykowa. Polega ona na stosowaniu takich pla-
zmidéw, ktore obok sklonowanego genu posiadaja réwniez geny opornosci na
antybiotyki. W ten sposéb istnieje mozliwos¢ prowadzenia hodowli w obecno-
Sci antybiotyku i ciagtej eliminacji komdérek pozbawionych opornosci antybio-
tykowej, kodowanej w plazmidzie. Strategia ta wymaga stosowania systemu
ekspresyjnego, ktory posiada m. in. sekwencje kodujacg opornos$¢ antybioty-
kows, sekwencje kodujacg rekombinowane biatko oraz sekwencje promotora
podlegajacego regulacji.

Przemystowa realizacja takiego procesu jest dosy¢ kosztowna z uwagi na
wysokag cene antybiotykdw. Rozwigzanie to wykazuje takze inne wady. Wsréod
najwazniejszych nalezy wymieni¢ mozliwo$¢ skazenia produktu koncowego
przez antybiotyki lub metabolity ich rozkladu oraz skazenie antybiotykiem
woéd Sciekowych. Stosowanie antybiotykéw stwarza tez zagrozenie dla perso-
nelu pracujacego w zakladzie. Nalezy zwrdci¢ réwniez uwage na niebezpie-
czenstwo pojawienia sie takich segregantdw, ktére uzyskaja opornos$¢ na anty-
biotyki a utracity ceche produkcji. Jest to szczeg6lnie prawdopodobne w ho-
dowlach ciggtych prowadzonych przez dtuzszy czas. Zastrzezenia te sg na tyle
powazne, ze stosowanie ochrony antybiotykowej ograniczono gtéwnie do skali
laboratoryjnej.

3.2. Stosowanie specjalnych mutantow

Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie systemu selekcji komadrek bezplaz-
midowych poprzez stosowanie mutantow odpornych na atak fagéw. Przykta-
dem takiego systemu moze by¢ plazmid zawierajacy represor X (16). Mutanty
pozbawione tego represora, co moze sie wigza¢ z utratg zrekombinowanego
plazmidu lub zmianami w strukturze plazmidowego DNA, podlegaja lizogenii.

W literaturze jest réwniez opisany system plazmidowy, w ktéry wprowa-
dzono gen valS kodujacy jedng z syntetaz RNA, enzym niezbedny dla szlaku
syntezy biatka. Wymieniony gen jest niezbedny do wzrostu komorek mutantu
oalS”s (18).

Wymienione metody majg jednak powazne wady. Uklad wykorzystujgcy
selekt}wne dziatanie faga X, chociaz utatwia prowadzenie procesu biosyntezy,
to moze by¢ stosowany gtownie w pierwszej fazie produkcji. Lizogenia komorek
bakteryjnych (segregantéw) w ostatniej fazie hodowli moze znacznie utrudnic
oczyszczanie biatka rekombinowanego z mieszaniny uwolnionych biatek ba-
kteryjnych. Z kolei system valS wymaga prowadzenia hodowli w niskiej tem-
peraturze (30°C), co niekorzystnie wptywa na produktywnos$¢ objetosciowg
bioreaktora.
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3.3. Immobilizacja rekombinowanych komorek

Immobilizaeja komoérek bakteiyjnyeh jest jedng z najskuteczniejszyeh me-
tod ich efektywnego wykorzystania w ciagtych hodowlach. Od dawna zwra-
cano uwage ha wystepowanie podwyzszonej odpornosci komorek na warunki
stresowe oraz stabilizacje ich wasciwosci produkcyjnych po unieruchomieniu
na nosniku.

Sayadi-Nasri i in. (18) wykorzystali te wtasciwos¢ do stabilizacji plazmidéw
w rekombinowanych mikroorganizmach. Stwierdzili oni, ze umieszczenie ko-
moérki w brytce hydrozelu pozwolito na znaczne podwyzszenie stabilnosci li-
czby kopii plazmidéw i aktywnosci w przeliczeniu na liczbe zrekombinowa-
nych komoérek. Autorzy ttumacza to zjawisko ograniczeniem podziatéw komoé-
rek w mikrosferze nos$nika do liczby generacji, w ktérej nie dochodzi do ,wy-
padania” plazmidow.

Tabela 2
Liczba kopii plazmidéw ptg20i w komérkach w hodowli zawiesinowej i unieruchomionej (is)

Parametr Liczba generacji

20 40 60 80 100
komérki uwolnione z zelu 85 150 130 160 90
komérki unieruchomione 200 230 260 210 200

Metoda ta ma jednak ograniczone dziatanie i nie zabezpiecza catkowicie
kultury przed pojawieniem sie bezplazmidowych mutantéw.

Dincbas i in. (4) wykazali, ze immobilizacja w zelu alginianowym komorek
£. coli HBIOI, zawierajacych plazmid YEp352, zmniejsza eliminacje plazmi-
déw. Efekt ten jest tym wyrazniejszy im mniejsza jest poczatkowa liczba ko-
moérek w zelu.

Korzystny wptyw immobilizacji zrekombinowanych bakterii w zelu K-kara-
genu zostat potwierdzony przez Berryego i in. (2). Wykorzystali oni E. coli
W3110 z plazmidem pTG205 do produkcji dioksygenazy katecholowej w pro-
cesie dwustopniowym. Transkiypcja genu byta kodowana przez promotor trp,
znajdujacy sie pod kontrolg tiyptofanu jako represora i kwasu 3 - |3 - akry-
lowego jako derepresora. W pierwszym etapie hodowli, prowadzonej z dodat-
kiem tiyptofanu, obserwowano dobrg stabilno$¢ plazmidu. Uwalniajace sie
komérki przepldrwaly do drugiego bioreaktora, gdzie nastepowata ekspresja
genu indukowana przez dodatek kwasu indolilo-akrylowego.

3.4. Bioreaktory z selektywna recyrkulacjag komarek
Rozwoj inzynierii bioprocesowej otworzyt nowe mozliwosei segregaeji mu-

tantéw bezplazmidowych poprzez ich selekt}rwne, fizyczne oddzielanie od ko-
moérek rekombinowanych. Korzys¢ jest w tym przypadku podwdjna: jedno-
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czes$nie z eliminacja segregantow uzyskuje sie w bioreaktorze duze zagesz-
czenie biomasy komoérkowej, co umozliwia znaczne zwiekszenie syntezy pro-
duktu.

Heniy i in. (5) zastosowali efektywny ukiad fermentacyjny obejmujacy bio-
reaktor potgczony ze stozkowym osadnikiem oraz rekombinowane bakterie
zawierajgce plazmid posiadajacy m.in. gen kodujacy synteze enzymu (3-lakta-
mazy oraz gen kodujacy synteze biatkowych wyrostkéw zbudowanych z biatka
piliny typu 1. Biatlko to, posiadajace wiasciwosci hydrofobowe i adhezyjne,
wykazywato zdolnosci do agregowania komorek (flokulacja). W przypadku wy-
padniecia plazmidu komorki tracity zdolnosci flokulac3®ne i rosty w formie
zawiesiny. Roéznica w szybkosci sedymentacji tych dwdch form komoérkowych
zostata wykorzystana do ich rozdziatu i umoztiwita efektywng recyrkulacje
komérek agregujacych do bioreaktora.

Tabela 3
Produkcja zrekombinowanych biatek w bioreaktorze
Z recyrkulacja i bez recyrkulacji komérek (13)

Czas hodowli (h) Aktywnos¢ wyprodukowanej p-laktamazy (U/ml)

bez recyrkulacji z recyrkulacjg
0 3 3
25 3 20
50 2 37
75 1 45
100 0 52

Model ten zostal nastepnie udoskonalony. Wprowadzono inny plazmid,
pKLH3 z odpowiednig lokalizacjag genu amp”, genu kodujacego P-laktamaze
oraz genu pil, pozbawionego wiasnego operatora i promotora, a umieszczonego
za operonem tac. W ten sposdb komorka mogta produkowac biatko (3-lakta-
maze, natomiast synteza piliny, a w konsekwencji zdolnosci flokulujace or-
ganizmu, znalazty sie pod kontrolg laktozy lub IPTG (13). Wzrost komaérek
i produkcja biatka zachodzity w bioreaktorze, natomiast separacje segregan-
tow prowadzono oddzielnie w osadniku. Wprowadzano do niego IPTG, indu-
kujac w ten sposdb synteze piliny, co umozliwiato eliminacje segregantow.
Dzieki takiemu rozwigzaniu oszczedzano energie metaboliczng komdrek na
ciggtg produkcje piliny, a takze mozliwe byto ograniczenie szybkiego mieszania
pozywki powodujacego rozbicie agregatow komaorkowych. Jest to jeden z przy-
ktadéw udanej strategii fermentacyjnej, umiejetnie tgczacej czynniki srodowi-
skowe i genetyczne do ekspresji rekombinowanego biatka.

3.5. Czynniki chemiczne

Regulacja ekspresji genow poprzez dodatek efektorow chemicznych nalezy
do najlepiej poznanych systemow regulacyjnych. W przypadku stosowania

biotechnologia 1 (28) 95



no Wiodzimierz Grajek

promotoréw znajdujacych sie pod negatywng kontrolg biatka represorowego,
jak to ma miejsce, np. w operonie lac, nalezy wprowadzi¢ do pozywki indu-
ktor, w tym przypadku laktoze lub jej analog. Przy negatywnej kontroli pro-
motora przez aktywator (biatko regulatorowe) konieczne jest usuniecie nad-
miaru produkowanego metabolitu (np. aminokwasu), aby nie nastgpito prze-
ksztatcenie struktury represora w forme zdolng do przylaczenia sie z opera-
torem i zablokowanie promotora.

Czesto systemy regulacyjne sg bardziej skomplikowane. Przykitadowo re-
gulacja operonu lac podlega jeszcze dodatkowej kontroli przez bialko recep-
torowe represji katabolicznej (CRP), ktére po potaczeniu sie z cyklicznym AMP
przytacza sie do promotora i utatwia dotgczenie sie polimerazy RNA (kontrola
pozytywna). W regulacji syntezy enzymow szlaku laktozowego, tj. (3-galakto-
zydazy, permeazy i transacetylazy, mozna zatem manipulowa¢ dwoma czyn-
nikami srodowiskowymi: stezeniem glukozy (dla cAMP i posrednio dla kom-
pleksu cAMP - CRP) i laktozy (dla biatka represora).

3.6. Temperatura

Temperatura, jako czynnik regulowany z zewnatrz, moze by¢ skutecznie
wykorzystana do uruchomienia ekspresji gendéw. Do najlepiej opisanych sy-
stemow ekspresyjnych kontrolowanych przez temperature nalezy kombinacja
promotoréw fagowych z termowrazliwym represorem. Przykiadem takiego roz-
wigzania jest wektor ekspresyjny zbudowany na bazie silnego promotora p”
lub Pr i represora 01857"® (3). Wektory tego typu sa indukowane przez skok
temperatury z 30 do 42°C. Dzieki inaktywacji wrazliwego na wysoka tempe-
rature represora mozliwa jest transkrypcja genu wystepujgcego po silnym
promotorze fagowym. Wymieniony system jest tatwy w sterowaniu, cho¢ jego
minusem sg zmiany w Scianach komérkowych, niewtasciwe fatdowanie biatek
i tworzenie inkluzji wewngtrzkomoérkowych. Ogolnie nalezy jednak podkreslic,
ze system ten jest niezwykle przydatny do regulacji ekspresji w skali prze-
mystowe;j.

Villaverde i in. (20) poprawili wydajnos$¢ tego systemu poprzez potgczenie
w jednym wektorze pJLACZ represora cl857 z tandemem dwoch silnych pro-
motorow Pr i pi* oraz genem lacZ, kodujacym nietoksyczne dla E. coli biatko
(3-galaktozydaze. Plazmid pJLACZ zostat umieszczony w E. coli K-12
MC 1061. Hodowle prowadzono w sposéb ciagty przy D = 0,1 h ~ podnoszac
skokowo temperature hodowli od 28 do 42°C. Stwierdzono, ze ponizej 32°C
nie wystepuje ekspresja genu. Pojawita sie ona w wyzszej temperaturze i byta
widoczna dopiero po dwudziestu godzinach hodowli. Maksimum produkcji
enzymu uzyskano w temperaturze 42°C. Uzycie tandemu silnych promotoréw
doprowadzito do ogromnej nadprodukcji enzymu, co okazato sie zabdjcze dla
komarki. Jest to przyklad sprawnie dziatajgcego systemu ekspresyjnego znaj-
dujgcego sie pod kontrolg temperatury.

Temperatura wywiera takze duzy wptyw na systemy regulowane przez inne
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bodzce srodowiskowe. Imanaka i Aiba (8) stwierdzili, ze temperatura w duzym
stopniu determinuje stabilno$¢ plazmidéw. W badaniach nad segregacja DNA,
prowadzonych na szczepie zawierajagcym wrazliwy na temperature plazmid
pKN402, wykazano, ze ze wzrostem temperatury hodowli rosnie co prawda
liczba kopii, lecz jednoczesnie maleje wyraznie ich stabilnos¢ segregacyjna.

3.7. Tlen

Regulacja dziatania operonu za pomocg zmiany stezenia tlenu w pozywce
jest przyktadem najnowszych trendéw w poszukiwaniu promotorow przydat-
nych do procesdéw produkcyjnych. Ciekawg konstrukcje przedstawili Khosta
i in. (10). Wyizolowali oni z Vitreoscilla gen hemoglobiny (VHb) oraz promotor
dla ekspresji tego genu. Stwierdzili, ze system ten dziatat w E. coli i byt
regulowany przez trzy czynniki: 1) stezenie rozpuszczonego tlenu w pozywce,
2) obecnos¢ kompleksu cAMP - CRP dla katabolicznej represji oraz 3) obec-
no$¢ w pozywce kompleksowego zrédia azotu (np. ekstraktu drozdzowego).
Promotor ten objawiat swojg maksymalng aktywnos¢ w warunkach mikro-
aeracji przy 5% nasyceniu tlenem, natomiast byt hamowany zaréwno w wa-
runkach beztlenowych, jak i przy silnym natlenianiu.

Regulowany tlenem element promotora (ORE) moze by¢é wbudowany
w znane plazmidy, np. z rodziny pBR322, co pozwala na ekspresje (3-gala-
ktozydazy lub acetylotransferazy chloramfenikolowej (CAT). Udziat (3-galakto-
ydazy moze w tych warunkach dochodzi¢ do 10% ogétu biatek produkowa-
nych przez komorke.

Hopkins i in. (7) badali stabilnos¢ segregacyjng plazmidu pKN401 w wa-
runkach zréznicowanego natlenienia pozywki. Zastosowanie 5% stopnia na-
sycenia pozywki tlenem spowodowato gwattowny spadek udziatu komoérek re-
kombinowanych w catej populacji bakterii. Redukcja liczebnosci populacji
komoérek rekombinowanych byla bardzo znaczna; w populacji poczatkowej
udzial komérek rekombinowanych wynosit ok. 80%, a po zadziataniu szoku
tlenowego ponizej 1%. Autorzy stwierdzili, ze stosowany system ekspresyjny
mogt b\'¢ wykorzystany w hodowlach okresowych zaréwno pod kontrolg, jak
i bez kontroli ampicyliny. Wyniki te wskazujg na koniecznos$¢ blizszego po-
znania zachowania sie komoérek w réznych warunkach srodowiskowych.

Ciekawych informacji dostarczyly badania opublikowane przez Namdeva
i in. (12). Prowadzili oni hodowle E. coli DH5a, ktore zawieraty plazmid pUC19
dla syntezy (3-galaktozydazy i posiadaty oporno$¢ ampicylinowa, w warunkach
natleniania ciggtego oraz przer3*wanego (wg algorytmu Monte Carlo). Autorzy
stwierdzili, ze szybkie zmiany w natlenianiu prowadza do ograniczenia po-
bierania tlenu oraz do zmniejszenia stabilnosci plazmidu. W warunkach sta-
tego natleniania obserwowano zwiekszanie liczby kopii plazmidu.

Znaczacy wptyw koncentracji rozpuszczalnego tlenu na ekspresje genu ko-
dujacego synteze [3-laktamazy zostat tez potwierdzony przez Ryana i in. (17).
Stosujac 3 poziomy napowietrzania, obserwowali oni zréznicowanag reakcje
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zrekombinowanej komorki, eo znalazto wyraz w zrdznicowanej liczbie kopii
i zréznicowanej wydajnosci syntezy enzymu. Najwyzsza wydajnos¢ (3-laktama-
zy, kodowanej we wprowadzonym plazmidzie, uzyskano przy napowietrzaniu
z szybkoscia 3 I/min, przy czym zaréwno szybsze, jak i wolniejsze napowie-
trzanie powodowato zmniejszenie sie produkcji enzymu. Zdaniem autoréw
mogto to wynika¢ bgdz ze zmniejszenia zawartosci plazmidu, badz ze zwol-
nienia transkrypcji genéw plazmidowych.

4. \WnioskKi

Podsumowujac dane dotyczace metod stosowanych do kontroli procesu
ekspresji rekombinowanych gendéw w warunkach bioreaktora nalezy stwier-
dzi¢, ze poszukiwania zmierzajg w kierunku rozwigzan prostych, tatwych do
sterowania poprzez zmiane typowych parametréw hodowli. Ws$rdéd tych metod
nalezy zwréci¢ uwage na techniki separacji segregantéw oraz wykorzystanie
do inicjacji ekspresji gendéw, takich czynnikéw jak: zmiana temperatury, pH
i natlenienia pozywki. Wydaje sie, ze malejgce znaczenie bedg mialty metody
wymagajgce stosowania drogich dodatkéw do pozywek, takich jak antybiotyki
lub induktory.

Autor sklada podziekowanie prof. dr. hab. Aleksandrowi Chmielowi z Aka-
demii Medycznej w todzi za cenne uwagi, ktére utatwily przygotowanie tej
publikaciji.
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Factors influencing expression of recombinant genes in vitro in E. coH.
Part Il. Culture conditions In bioreactor

Summary

High expression yield and high volumetric productivity of fermentations employing recombi-
nant E. coli need special processing. For recombinat protein production two strategies can be
applied. One is to carry out one step fermentation with simultaneous gene expression and
elimination of vector-less segregants. The other is to carry out two step fermentation, in which
the first step is the cell biomass production without gene expression followed by the induction
of gene expression in the second step. In this review different methods of controlling of recom-
binant gene expression, such as antibiotic pressure, specific mutant application, immobilized
cell bioreactors, selective cell recyrculation, chemical regulations, the use of temperature and
oxygen sensitive promoters are presented.
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