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(54) Meetod deutereeritud so6tmes Escherichia coli BL21(DE3) fed-batch kultiveerimiseks ja

rekombinantse valgu ekspressiooniks

(57) Kirjeldatakse meetodit £. coli BL21 ja selle derivaatide
kultiveerimiseks deutereeritud keskkonnas fed-batch'i ja rekombi-
nantse DNA saaduste ekspressiooniks. Meetod pdhineb odavate
deutereeritud siisinikuallikate - suktsinaadi ja atsetaad: - koos-
kasutamisel. Nende substraatide samaaegne lisamine kultuurile
moolsuhtes atsetaat/suktsinaat 4 kuni 8 (mol/mol) vdimaldab head
kasvu kuni rakkude suurte tihedusteni ja ekspressioom fed-batch
kultuuris Meetodis kasutatakse erthst lahustunud hapniku seirel
pShinevat fed-batch reguleerimisalgoritmi, mis reguleenb auto-
maatselt toitrmse kiirust vastavalt susinikuallikate tarbimuse
kurusele.

(57) A method for cultivation of E. coli BL21 and its derivatives in
deuterated media in fed-batch culture and expression of recombi-
nant DNA products 1s described The method 1s based on the usage
of inexpensive deuterated carbon sources succimate and acetate
together. The simultaneous supply of these substrates at molar ratio
of 4-8 (mole/mole) acetate/succinate to the culture enables good
growth to high cell densities and expression 1n fed-batch culture. A
specific fed-batch control algorithm is applied to automatically
adjust the feeding rate to the rate of the utihzation of carbon sources
based on dissolved oxygen control.
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MEETOD DEUTEREERITUD SOOTMES ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3)
FED-BATCH KULTIVEERIMISEKS JA REKOMBINANTSE VALGU
EKSPRESSIOONIKS

Leiutise taust
Tehnikavaldkond

Leiutis késitleb deutereeritud kasvuséotmes E. coli tive BL21 (DE3) fed-baich
kultiveerimist ja rekombinantsete biomolekulide ekspressiooni, mille korral kasutatakse
stisinikuallikatena atsetaadi ja suktsinaadi segu ning sobivate kasvutingimuste tagamiseks

atsetaadi ja suktsinaadi kontsentratsiooni reguleerimist.
Tehnika tase

Gramnegatiivne bakter Escherichia coli (E. coli) on heteroloogse valgu tootmiseks enim
kasutatud organism. E. coli siisteeme kasutatakse enim ka valkude t6ostuslikuks ja
farmatseutiliseks tootmiseks. Kdige sagedamini kasutatakse E. coli tiive BL21 ja selle
derivaate (Terpe, 2006). E. coli BL21 (DE3) (Studier ja Moffatt, 1986) on
peremeesorganism, mis kannab T7 RNA poliimeraasi geeni (ADE3 liisogeeni), mida
kasutatakse mirklaudvalkude ekspresseerimiseks tavaliselt IPTG indutseeritava lacUV5
promootori kontrolli all (Baneyx, 1999). T7 poliimeraasi siisteem vdimaldab ekspressiooni
tugevat regulatsiooni. BL21 tiive teine suur eelis on mdlema proteaasi, nii /on (Phillips jt.,
1984) kui ka ompT vaegus. Erinevat tiilipi valkude ekspressiooniks on E. coli BL21-s vilja
todtatud mitmeid ekspressioonisiisteeme (pET vektorid, mida turustab Novagen, Madison,

WwI).

Struktuuriuuringuteks kasutatakse valkude, peptiidide v8i muude rekombinantse DNA
saaduste isotoopmérgistust, kasvatades rakke in vivo sobiva isotoobiga — pohiliselt 1°C, '°N
ja *H (deuteeriumiga) — rikastatud s66tmes. Biomolekulide isotoopmirgistamine “H-ga
(deutereerimine) on otstarbekas siis, kui kasutatakse tuuma magnetresonantsi (NMR)
(Gardner ja Kay, 1998), neutronite hajumist (Stuhrmann ja Nierhaus, 1996) voi
massispektromeetriat (MS) (Schuker ja Bartch, 1994). Rakkude ja rekombinantsete
saaduste rikastamine deuteeriumiga saavutatakse rakkude kultiveerimisel perdeutereeritud

(st taielikult deutereeritud) siisinikuallikatega raske vee keskkonnas (*H,O). Et saada
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taielikult deutereeritud biomass, peavad nii raske vesi kui ka koik kasutatavad substraadid
olema samuti tdielikult deutereeritud (Lederer jt, 1986). Rakkude ja rekombinantsete
saaduste madrgistamine deuteeriumiga on viga Keeruline iilesanne, sest deutereeritud
keskkond mdjub rakkude kasvule negatiivselt ja moonutab tugevalt nende flisioloogiat
(Katz ja Crespi, 1996; Gardner ja Kay, 1998) ning deutereeritud substraadid ja raske vesi
on viga kallid. See omakorda toob kaasa vajaduse valida deutereeritud substraate nende
hinna alusel ja kasutada rakkude suurt tihedust tagavaid fermentimismeetodeid, sest see
voimaldab kasutada vidga kallist rasket vett séddstlikult. Isegi juhul, kui toodetakse
maérgistamata heteroloogseid valke vdi mérgistamist deuteeriumist erinevate isotoopidega,
eelistatakse tavaliselt rakkude suurt tihedust, mille saavutamiseks on vilja tootatud
erinevaid fed-batch kultiveerimise meetodeid (Lee, 1996). Seni on avaldatud méned t66d
E. coli fed-batch kultiveerimisest raskes vees (Vanatalu jt, 1993; Jiinemann jt, 1996), kus

kasutatakse E. coli tiive MREG600 ja rakendatakse edasisidestus-tiilipi (feed-forward)

fed-batch kultiveerimist (Paalme jt, 1990), kus iiletoitmise viltimiseks analiiiisitakse

kasvustodet perioodiliselt korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC) meetodil, mis on
t6omahukas iilesanne, sest kultiveerimine kestab tavaliselt mitmeid pdevi. Leiutise autorid
on ndidanud voimalust rakendada kasvu reguleerimiseks spetsiaalset algoritmi, mis
voimaldas saavutada maksimaalseid kasvukiirusi pidevkultiveerimise korral (Vanatalu,
1997), sh ka E. coli MRE600 kasvatamisel merevaikhappel tdielikult deutereeritud s66tmes
(Tomson jt, 2006).

Teiselt poolt on perdeutereeritud siisinikuallikad samuti viga kallid. Seetdttu on olemas
vajadus sobiva koostisega siisinikuallikate jirele, mis ei ole piiravalt kallid ja vdimaldavad

stiski rahuldavat kasvu.

E. coli tiivesid on kasvatatud raskes vees, lisades erinevaid deutereeritud siisinikuallikaid,
nditeks vetikahiidroliisaati (Secholzer jt. 1986), gliikoosi (Mann ja Moses, 1971),
suktsinaati (Tomson jt,, 2006), atsetaati (Mann ja Moses, 1971) vi suktsinaadi ja atsetaadi

segu (Vanatalu jt, 1993).

E. coli BL21 tlive on kasvatatud tugevalt deutereeritud keskkonnas kas miiiigilolevatel
deutereeritud hiidroliisaatidel (Fiaux jt, 2004) vdi “H-atsetaadil (Venters jt, 1995;
Sosa-Peinado, 2000; Fiaux jt, 2004). Neist vdib vaid “H-atsetaati pidada odavaks
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stisinikuallikaks. Koigil juhtudel, kui siisinikuallikaks on olnud atsetaat, on autorid

méirkinud rakkude tagasihoidlikku kasvu.

Hiljutises publikatsioonis (Paliy ja Gunasekera, 2006) jireldavad autorid, et E. coli BL21

kasv on viga tagasihoidlik gliikoneogeensetel substraatidel nagu atsetaat ja suktsinaat.

Seetdttu on olemas vajadus uue meetodi jirele, et saavutada mdistlik E coli BL21
kasvukiirus tugevalt deutereeritud kasvus6otmes moistliku hinnaga deutereeritud
substraatidel, mis vdimaldaksid saavutada suurt biomassi tihedust ja rekombinantse valgu

ekspressiooni.
Leiutise avalikustamine

Leiutise ttheks aspektiks on meetod E. coli BL21 fed-batch kultiveerimiseks deutereeritud
keskkonnaga fermentimiss66tmes ja rekombinantse DNA saaduste ekspressiooniks,
meetod sisaldab deutereeritud atsetaadi ja deutereeritud suktsinaadi  viimist
fermentimiss6dtmesse ning fermentimisso6tmes atsetaadi  ja  suktsinaadi

kontsentratsioonide hoidmises allpool kindlaksméiratud kriitilist taset.

Leiutise teiseks aspektiks on meetod E. coli BL21 fed-batch kultiveerimiseks deutereeritud
keskkonnaga fermentimisso6tmes ja rekombinantse DNA saaduste ekspressiooniks,
meetod sisaldab jdargmisi etappe: E. coli BL21 kiilvamine fermentimissédtmesse, mis
sisaldab varem kindlaksmadratud vihesel hulgal atsetaati ja suktsinaati; deutereeritud
dddikhappe lisamine fermentimissdo6tmesse pH-staf-reZiimil, kuni saavutatakse varem
kindlaksméairatud pH-tase; kultuuri kasvu seire kultuuri optilise tiheduse mddtmise abil;
lileminek toitmise algoritmis pH-stat-reziimilt adaptastat-reziimile siis, kui optiline
tihedus saavutab varem kindlaksméasratud taseme; adaptastar-reziim sisaldab jirgmisi
ctappe: lahuse pumpamine fermentimissdotmesse varem kindlaksméadratud aja jooksul
varem kindlaksméddratud kiirusega, mis vastab kultuuri viikesele kasvukiirusele,
pumpamise peatamine ja kultuuris pO, muutuste seire kuni pO, jérsu suurenemiseni;
lahuse pumpamise jitkamine fermentimissddtmesse pumpamise muudetud kiirusega,
pumpamise muudetud Kiirust suurendatakse vorreldes pumpamise esimese kiirusega,
korrutades seda varem Kkindlaksméadratud esimese teguriga juhul, kui pO, jirsk
suurenemine ilmnes varem kindlaksmadratud ajavahemiku piires ja pumpamise muudetud

kiirust vidhendati vorreldes esimese pumpamise kiirusega, korrutades seda varem
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kindlaksméératud teise teguriga juhul, kui pO, jérsk suurenemine ilmnes pirast varem
kindlaksmdédratud ajapiirangut; ning etappide kordamisest adaptastat-reziimi jérgi kuni

fermentimisprotsessi 16puni.

Siin kirjeldatud tunnused ja eelised ei ole kdikehdlmavad ning vaadates jooniseid,
liksikasjalikku kirjeldust ja ndudluspunkte, on ka tavaspetsialisti jaoks ilmsed paljud
lisatunnused ja -eelised. Veel enam, tuleb mirkida, et kirjelduse keel on pdhimétteliselt

valitud loetavuse ja juhendamise eesmérgil ega piira leiutise ulatust.
Jooniste liihikirjeldus
Leiutise tehniline olemus on kirjeldatud iiksikasjalikult jargnevatel joonistel.

Joonisel fig. 1 on kujutatud fed-batch kultiveerimise kineetikat, tdpsemalt E. coli BL21
(DE3) kasvu suktsinaadi ja atsetaadi seguga taielikult deutereeritud soGtmes ning
rekombinantse valgu ekspressiooni, kus A600 on optiline tihedus; FLUO - rakkude
suspensioonis moddetud GFP-fluorestsents (suhtelistes iihikutes rakkude sama tiheduse

korral); pmpl — toitepumba kiirus (suhtelistes iihikutes).

Joonis fig. 2 on kujutatud fermentimisel saadud ckspresseeritud valkude sisaldust
poliiakriiiilamiidgeel-elektroforeesi (PAGE) korral, kus M — molekulmassi marker (66, 45,
36, 29, 24, 20,1 ja 14,2 kDa); BC — 87. fermentimistunnil loksuti kolbi viidud ja seal 43
tunni jooksul indutseeritud subkultuur; C — kontrollkatse, loksuti kolvis kasvatatud

indutseerimata E. coli BL.21 (DE3) kultuur.
Leiutise teostusviisid

Leiutise iihe teostuse kohaselt sisaldab meetod E. coli BL21 tiive kultiveerimiseks
deutereeritud keskkonnaga fermentimisséotmes fed-batch’i ja rekombinantse DNA
saaduste ekspressiooniks deutereeritud atsetaadi ja deutereeritud suktsinaadi lisamist
fermentimisso6tmesse ning atsetaadi ja suktsinaadi kontsentratsioonide hoidmist

fermentimissédtmes allpool kindlaksméiratud kriitilist taset.

Vastavalt leiutise teisele teostusele sisaldab meetod E.  coli BL21 kultiveerimiseks
deutereeritud keskkonnaga fermentimissodtmes fed-batch’i ja rekombinantse DNA

saaduste ekspressiooniks jargmisi etappe: BL21 kiilvamine fermentimissotmesse, mis
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sisaldab varem kindlaksmédratud vdhesel hulgal atsetaati ja suktsinaati; deutereeritud
dddikhappe lisamine fermentimisséotmesse pH star-reZiimis kuni varem kindlaksmaéiratud
pH-taseme saavutamiseni; kultuuri kasvu seire kultuuris optilise tiheduse modtmise abil;
tleminek toitmise algoritmis pH-star-reZiimilt adaptastat-reziimile siis, kui optiline
tihedus saavutab varem kindlaksméadratud taseme; adaptastat-reziim sisaldab jargmisi
etappe: lahuse pumpamine fermentimissodtmesse varem kindlaksmédratud aja jooksul
varem kindlaksmédratud kiirusega, mis vastab kultuuri viikesele kasvukiirusele,
pumpamise peatamine ja kultuuris pO, muutuste seire kuni pO; jérsu suurenemiseni;
lahuse pumpamise jitkamine fermentimissd6tmesse pumpamise muudetud kiirusega,
pumpamise muudetud kiirust suurendatakse vorreldes pumpamise esimese kiirusega,
korrutades seda varem kindlaksméidratud esimese teguriga juhul, kui pO, jdrsk
suurenemine ilmnes varem kindlaksmédratud ajavahemiku piires ja pumpamise muudetud
kiirust vdhendati vorreldes esimese pumpamise Kkiirusega, korrutades seda varem
kindlaksméératud teise teguriga juhul, kui pO, jérsk suurenemine ilmnes pérast varem
kindlaksméératud ajapiirangut; ning etappide kordamisest vastavalt adaptastat-reziimile

kuni fermentimisprotsessi 1dpuni.

Leiutis pohineb meie uuringutel E. coli BL21 kasvatamisest suktsinaadi ja atsetaadi

keskkonnas ning jargmistel nihtustel:

tavalises protoneeritud keskkonnas kasvavad rakud aeglaselt, kui ainsad

siisinikuallikad on atsetaat v&i suktsinaat;

rakud kasvavad palju kiiremini, kui ainus siisinikuallikas on atsetaadi ja suktsinaadi

segu vOrreldes mdlema eraldi kasutamisega;

pH 6,5-7.5 juures inhibeerib addikhape kasvu juba alates kontsentratsioonist iile

0,5 g/l. Leiti, et merevaikhappe sisaldus 2 g/1 ei inhibeeri oluliselt kasvu;

rakkude poolt atsetaadi/suktsinaadi tarbimise moolsuhe sdltus kasvukiirusest, olles
ligikaudu 4 (mol/mol) kiiresti kasvavas kultuuris ja ligikaudu 8 (mol/mol) aeglase

kasvu ajal.

Peamised eeldused fed-batch kultiveerimiseks on nii suktsinaadi kui ka atsetaadi lisamine

nii, et kumbki neist ei akumuleeru fermentimissdétmes, see tihendab fermentoris iile
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kriitilise védrtuse, mille vahemik on dadikhappe jaoks 0,5-1 g/l ja merevaikhappe jaoks
2-4 g/l. Ulesanne on aga veelgi keerulisem, sest kahe siisinikuallika suhe sdltub
kasvukiirusest. Siisinikuallikate vahelise tasakaalu hdirumine vo&ib kaasa tuua iihe
komponendiga iiletoitmise, mis vdib kogu kultiveerimisprotsessi kahjustada ja pdhjustada

kasvu podrdumatut seiskumist ja rakkude hukkumist.

Leiutisekohaselt ~mdidrab  kasvukiiruse atsetaadi/suktsinaadi  suhe toitelahuses.
Merevaikhappe osa toitesegus suurendatakse veidi selleks, et wviltida d4dikhappe
akumuleerumist, kuid vdimaldatakse mdnetine suktsinaadi akumuleerumine, mis ei ole
rakkudele nii inhibeeriva toimega. Neist kaalutlustest ldhtuvalt wvaliti fed-batch

kultiveerimiseks dadikhappe ja merevaikhappe suhte véirtus vahemikus 4 ja 8 (mol/mol).

On hidsti teada, et tavaliselt viheneb rakkude tiheduse suurenemisega fed-batch’i
kultuuride kasvu kogukiirus tdendoselt mitmete samaaegsete tegurite tottu, kuid peamiselt
tdnu eritatud metaboliitide akumulatsioonile ja erinevate toitainete vahelise tasakaalu
hdirumisele. Sellepdrast kasutati adaprastat’iga (Tomson jt, 2006) sarnast toitmise
algoritmi, mis automaatselt kontrollis perioodiliselt substraadi piirangut ja vihendas vdi
suurendas vastavalt selle fed-batch’t kultuuri toitmise kiirust. Seega tagati toitmise
optimaalne kiirus kultuuri kasvukiiruse muutustest olenemata. Automaatne kohandamine
on eriti kriitiline rekombinantse valgu ekspressiooni indutseerimise ajal, millega kaasneb

sageli jarsk kasvukiiruse vihenemine.
NAIDE

Leiutisekohast meetodit katsetati mitmetes fermentimistes, kus . coli BL21 (DE3)
kasvatati optilise tiheduse (A600 nm) védrtusteni iile 20 (ligikaudu 10-15 g/l biomassi

kuivmassist) ning rekombinantseid valke ekspresseeriti rakkude selle tiheduse juures.
Inokulaadi valmistamine fermentimiseks

Et deuteerium pdhjustab rakustressi, siis tuleb kultuuri adapteerida kasvuga deutereeritud
keskkonnas. Kasutasime E. coli tive BL21 (DE3) jaoks skeemi, kus rakud viidi tile Luria
Bertani (LB) sootmest tdielikult deutereeritud minimaalsédtmesse, kuhu oli lisatud
deutereeritud atsetaati ja suktsinaati. Kuid pdhimdtteliselt vdib rakke adapteerida

pehmemalt, suurendades deutereerimise mééra jark-jargult igas jargnevas subkultuuris.
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LB sodde sisaldas lihe liitri kohta: 10 g Bacto triiptooni, 5 g Bacto parmiekstrakti, 10 g
NaCl.

Inokulaadi adapteerimiseks ja kultiveerimiseks valmistati deutereeritud minimaalstdde
jargmiselt: 100 ml s66tme valmistamiseks lisati 85 ml D,O-sse 10 ml 10-kordset M9
péhilahust; 0,1 ml 20% (massi-/mahuprotsenti) MgSO47H,0 lahust; 0,1 ml 2% (massi-
/mahuprotsenti) CaCly,'2H,O lahust; 0,5 ml 10% (massi-/mahuprotsenti) deutereeritud
dddikhapet; 4 ml 5% deutereeritud merevaikhapet ja 0,1 ml kanamiitsiini pohilahust (50
mg/ml). Pérast kdigi koostisainete lisamist viidi lahuse pH 6,8-ni 4 N NaOD lahusega.
Kimnekordne M9 pdhilahus sisaldas 100 ml kohta: 3 g KH,PO4; 6 ¢ NayHPOy; 2 g
NH4Cl. D,O ja pohilahused, vilja arvatud atsetaadi ja kanamiitsiini lahused, autoklaaviti
30 min temperatuuril 105 °C tihedalt suletud pudelites. K&ik pohilahused valmistati D,O-s.
Kanamiitsiin steriliseeriti filtrimisega (pooride suurus 0,2 mikromeetrit), mis oli

alternatiiviks autoklaavimisele ka teiste koostisainete steriliseerimisel.

Fermentimiseks kasutatav deutereeritud kasvusodde sisaldas 100 ml 16ppruumalas (sh 25
ml inokulaati): 64 ml D,O; 7.5 ml 10 x M9 péhilahust; 0,2 ml 20% (massi-/mahuprotsenti)
MgSO47H,0 lahust; 0,1 ml 2% (massi-/mahuprotsenti) CaCl,-2H->O lahust; 0.5 ml 10%
(massi-/mahuprotsenti) deutereeritud d4dikhapet; 2 ml 5% deutereeritud merehapet ja 0,1
ml kanamiitsiini pd&hilahust (50 mg/ml). Pdhimdtteliselt v&ib inokulaadi osakaal olla

suurem voi viiksem ja selle jirgi tuleb muuta D,O osakaalu.

Lisatav toitelahus valmistati D>O-s ja see sisaldas iihe liitri kohta: 120 g deutereeritud
dddikhapet; 50 g deutereeritud merevaikhapet; 1,5 g MgSQy, 5 ml mikroelementide lahust.
Mikroelementide lahus valmistati D,O-s ja see sisaldas iihe liitri kohta: 4 g FeSO47H,0;
3,2g CaCl2H,0O; 0.8 g CuSO45HO; 0.8 g H3BO;; 0.4 g MnSO45HO; 032 ¢
CoCly-2H,0; 0,16 g ZnSO4-7H,0: 0,16 g NaMo0O3-2H,0 0,1 M DCl lahuses.

Titrandiks oli kiillastunud ND4OD lahus D>O-s, mida lahjendati vahekorras 1 : 1 D,O-ga.

Fermentimissiisteemi paigaldati jirgmised arvutiga iihendatud andurid: pH-, pO»-, seguri
pdorlemiskiiruse, slisteemi siseneva Ghuvoo ja temperatuuriandurid. Arvuti algoritm
vOimaldas reguleerida jargmisi seadmeid: seguri poddrlemiskiirust, titrandi pumpa,
substraadi etteandepumba kiirust, fermentorisse siseneva Shuvoo kiirust reguleerivat

ventiili. Temperatuuri reguleeriti arvutist sdltumatu reguleerimisseadmega.
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Stisteemi voib kasutada Applikoni 2-liitrise fermentori ndu vdi tellimise alusel tehtud

minifermentorinduga, mille t66maht on umbes 100 ml.
BioXperti programmis oli arvuti seire ja andmete kogumise vahemik 1 minut.

Pérast inokuleerimist kiilvikultuuriga alustati s66tme lisamist pH-star-reziimil jirgmiselt.
Fermentimissoode sisaldas algselt viikest kogust atsetaati ja suktsinaati (tavaliselt
vastavalt 0,5 g/l ja 1,0 g/l), et viltida rakkude nilgimist kohe pérast inokulatsiooni.
Etteandepumba abil lisati seejdrel dddikhappelahus, et viia pH véértuseni ligikaudu 6,7, s.o
0,1-0,2 thikut vdhem kui tiitrimise 16pp-punkti nimivéirtus. See kdivitas dddikhappe
automaatse lisamise, et korvata rakkude poolt dra kasutatud substraati, sest atsetaadi ja

suktsinaadi tarbimisega kaasneb pH suurenemine.

Pérast seda, kui optiline tihedus (OD) oli suurenenud viirtuseni 2 kuni 3, mindi toitmise
algoritmis pH-star-reZiimilt tle adaptastat-reziimile ja lisati iilalkirjeldatud toitelahust.
Algoritm toimis jirgmiselt. Alguses liilitati toitepump sisse kindlaksmédratud ajaks
(25 min) tootlikkusel, mis vastas aeglase kasvu kiirusele (0,03-0,06 h™'), mis on
eeldatavasti vidiksem kultuuri maksimaalsest kasvukiirusest, mis tehti varem kindlaks
kultiveerimisel kolbloksutil (0,07-0,1 h‘l). Pdrast seda peatati toitelahuse lisamine ja
kontrolliti pO, kiitumist. Kui pO, suurenes jérsult 3 min jooksul pdrast pumpamise
seiskamist, siis alustati jargmist pumpamistsiiklit suurendatud tootlikkusega (tavaliselt
110% pumba eelmisest kiirusest). Alternatiivselt, kui pO, jirsk tdus tekkis hiljem kui
3 min pérast pumpamise seiskamist, siis jargmise s66tme lisamise tsiikli ajal pumba kiirust
vihendati (tavaliselt kuni 90%-ni eelmisest tasemest). Sellist algoritmi kasutati kuni
fermentimise 16puni ja see reguleeris ka sO6tme sisestuskiiruse vastavusse selle

tarbimiskiirusega.

Kui saavutati vajalik biomassi tihedus, siis kiivitati rekombinantse valgu ekspressioon
tavaliselt  isopropiiiil-beeta-D-tiogalaktopiiranosiidi (IPTG)  lisamisega  1dpp-
kontsentratsioonini 0,05-2.0 mM (séltuvalt siisteemist). Vidga sageli viib see rakkude
ainevahetuses metaboolsete varude ammendumiseni, mis pd&hjustab kasvu olulist
aeglustumist. Seega vOib sel hetkel atsetaadi/suktsinaadi suhet lisatavas toitelahuses
suurendada. Kuid me oleme kasutanud ka rakkude toitmiseks sama esialgset
atsetaadi/suktsinaadi suhet kogu kultiveerimise viltel, sh ka rekombinantse saaduse

indutseerimise ajal.
























