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REKOMBINÁNS FEHÉRJÉK GYÁRTÁSA – II/1

A rekombináns fehérjék gyártásának kifejlesztése:

I. A törzs kialakítása
1) A molekula megismerése (aminosav sorrend, glikozilálás)
2) Megfelelő analitika kidolgozása
3) Döntés a gazdaszervezetről és a vektorról
4) Kodonoptimálás
5) A génszerelvény összeállítása (promóterek, operátorok, célgén, kísérő fehérjék, 

terminátor)
6) Klónozás, expresszió, szelekció 
7) Sejtbankok létrehozása

II. Technológia kialakítása
1) Upstream optimálás (fermentációs körülmények)
2) Downstream optimálás (végtermék izolálása)
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1. Upstream optimálás

A fermentációs technológia optimálása:

1. A tápoldat összetétele
2. Fermentációs paraméterek (pH, hőmérséklet, stb.)
3. Bioreaktorok, készülékek
4. Fermentációs technikák

Mindez nagyon eltérő a különböző gazdaszervezetek (mikroor-
ganizmusok és állati sejtek) tenyésztésénél, ezért célszerű külön
tárgyalni.
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1. Mikrobiális fermentációk

1. A tápoldat összetétele 
(Indukció)

2. Fermentációs paraméterek (pH, hőmérséklet, stb.)

3. Bioreaktorok, készülékek

4. Fermentációs technikák
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1/1 Tápoldatok mikroba fermentációknál

Az ipari tömegtermelésben: gazdasági szempontok: olcsó legyen 
→ melléktermékek, hulladékok
C- forrás: keményítő, cukrok (melasz, tejcukor, szulfitszennylúg), 

néha kőolaj, alkoholok, szerves savak
N-forrás: szervetlen: műtrágya minőségű sók (ammónium-nitrát, 

karbamid, stb.)
szerves: (olajmentesített) szójadara, élesztőkivonat, 

húskivonat, kazein…
A gyógyszeriparban ez nem megengedett, a nehezen reprodu-
kálható, szennyezett anyagok helyett tiszta vegyszerekből 
összemért tápoldatokat használnak (chemically defined, CD). 
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Oltóanyag (inokulum) tápoldat

Glicerin 99,5% 
KH2PO4
K2HPO4
(NH4)2SO4
Na3C6H5O7×2H2O
MgSO4×7H2O
Kanamicin szulfát
Tiamin HCl
Boric acid
CuSO4×5H2O
MnSO4×H2O
FeCl3×6H2O
ZnSO4×7H2O
CoCl2×6H2O
Na2MoO4×2H2O

Rátáplált (feed) tápoldat

Glicerin 99,5%
MgSO4×7H2O
EDTA
Kanamicin szulfát
Boric acid
CuSO4×5H2O
MnSO4×H2O
FeCl3×6H2O
ZnSO4×7H2O
CoCl2×6H2O
Na2MoO4×2H2O
CaCl2×2H2O

Termelő tápoldat

Glicerin 99,5% 
KH2PO4
K2HPO4
(NH4)2SO4
MgSO4×7H2O
Kanamicin szulfát
Tiamin HCl
Boric acid
CuSO4×5H2O
MnSO4×H2O
FeCl3×6H2O
ZnSO4×7H2O
CoCl2×6H2O
Na2MoO4×2H2O
CaCl2×2H2O
PPG2000

Példa: rekombináns E.coli tápoldatai
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Példa: rekombináns E.coli tápoldata

A coli esetében a glükóz szénforrás lenne kézenfekvő, de ebből 
jelentős mennyiségű ecetsavat termel. Ezért alkalmaztak glicerin 
szénforrást.
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Indukció

Az E. coli-val történő fehérje termelést rendszerint indukálható 
promóterrel valósítják meg. Leggyakrabban az IPTG-vel indukál-
ható lac promótert építik be.
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Indukció

Az idegen fehérje termelése megterhelő a gazdaszervezet me-
tabolizmusa számára.
Célszerű a szaporodás alatt szüneteltetni a rekombináns fehérje 
termelését, majd bekapcsolni azt.  Így kisebb a megterhelés és 
a gén esetleges „elvesztése” kisebb kárt okoz. Előfordulhat:

� Strukturális változás (a plazmid el-
pusztul, vagy nem termel fehérjét)

� Szegregáció (plazmidmentes le-
ánysejtek jelennek meg az osztó-
dás során)
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Ezek a plazmidmentes sejtek 
néhány generáció alatt túlnö-
vik (outnumber) a plazmid-
tartalmú sejteket, mert gyor-
sabban nőnek. Ha később 
indítjuk meg a termelést, ak-
kor ez nem fordulhat elő.

Plazmid instabilitás
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Óra

Gazda : E.coli; szénforrás: glükóz; 100 plazmid/sejt;
A plazmid móltömege 2.9 MDa; 

A rekombináns fehérje 50% -a az összes fehérjének.
Plazmid-mentes sejtek Rekombináns sejtek

10 e(-16) mol/cell 10 e(-16) mol/cell

ATP felhasználás:
poliszacharidok 5.75 5.73

sejt saját fehérje 57.39 57.22
termék fehérje 0.00 57.22

RNS 12.24 12.20
kromoszóma DNS 2.96 2.95

plazmid DNS 0.00 0.27
bioszintézisére

transzportra 11.88 20.82
öszesen: 97.17 163.38

Rekombináns és plazmid-mentes sejtek ATP igénye
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Kettős indukció: T7 polimeráz

Ez a módosított E. coli törzs  
olyan T7 RNS polimeráz gént 
tartalmaz a kromoszómáján, 
amely IPTG-vel indukálható. 
A célgén elé egy (szintén 
IPTG-indukálható) T7 promó-
tert kell beépíteni.
Amíg nincs IPTG a rendszer-
ben, addig a T7 RNS polime-
ráz sem képződik.
Kettős biztonság, ráadásul a 
T7 polimeráz gyorsabb.
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1/2 Fermentációs paraméterek: hőmérséklet

Az E. coli-nál a növekedési optimum 37 ºC, de a fehérje terme-
lésnél gyakran alacsonyabban tartják.

Példa: A GCSF fehérjét a coli zárványtestek formájában termeli. 
37 ºC-on ezek olyan kompaktak, hogy a szokásos módszerekkel 
nem lehet feloldani. 32 fokon puha, laza szerkezetűek, oldható-
ak, viszont nem lehet lecentrifugálni. Emiatt olyan csökkenő hő-
fokprofilt optimáltak, amely a szaporodásban 37 ºC, azután foko-
zatosan csökken.

Élesztőknél a szokásos hőfok 28-30 fok, de minden technológiá-
nál célszerű újra optimálni.
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Fermentációs paraméterek: pH

Az optimum a baktériumoknál, így az E. coli-nál közel semleges, 
6,5-7,5 között van. Az anyagcsere savakat termel, emiatt lúg 
adagolással tartják a kívánt értéket.

Az élesztők fermentációs optimuma rendszerint savasabb tarto-
mányban van, de pH=5 alatti érték nem jellemző.

Az optimálásnál célszerű megvizsgálni a változó pH profil lehe-
tőségét is. 
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Fermentációs paraméterek: oxigén

Mind a coli, mind az élesztő fakultatív anaerob mikroorganiz-
mus, de a rekombináns fehérje termelésnél teljesen aerob 
anyagcserére törekednek. Ehhez intenzív levegőztetésre és 
keverésre van szükség.
Az oldott oxigénszintet elektróddal folyamatosan mérik, és sza-
bályozzák, nem engedik egy megállapított érték alá csökkenni.

Ezzel összeállt egy kép a bakteriális fermentációról:
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E. coli  fermen-
táció lefolyása 
egy IPTG-indu-
kálható rekom-
bináns fehérje 
termelő techno-
lógiában
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1/3 Ipari fermentor jellemző szerelvényei
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1/4 Fermentációs technikák

Az indukció beépítése a technológiába kétszakaszos fermentá-
ciót (sejtszaporítás + termékképzés) tételez fel, ezzel kizárja a 
félfolytonos és folytonos fermentációs technika alkalmazását.

Ennek megfelelően szakaszos (batch), illetve rátáplálásos (fed 
batch) fermentációval termelnek. A rátáplálás (feed) összetétele 
más, mint a szaporító tápoldaté.

A rátáplálással a fermentációs idő meghosszabbítható, nagyobb 
mennyiségű és koncentrációjú termék keletkezik.
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2. Állati sejtek tenyésztése
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1. A tápoldat összetétele 

2. Fermentációs paraméterek (pH, hőmérséklet, stb.)

3. Bioreaktorok, készülékek (felületi és szubmerz)
Egyszer használatos eszközök

4. Fermentációs technikák
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2/1 Az állati sejttenyésztés tápoldatai

Tápoldatok: reprodukálni kell a természetes környezetet: vér, 
sejtközti folyadék (sokkomponensű, drága)
Szénforrás: glükóz (mint a vércukor), + glutaminsav
15 - 20 féle aminosav, vitaminok, koenzimek, lipidek, ionok (pon-
tos összetétel, pH, ozmózis nyomás)
A sejtek érzékenyek a szervetlen ionok pontos koncentrációjára, 
pl az üveg edényekből kioldódó anyagokra, ezért vagy műanyag 
edényeket, vagy víztöltéssel többször autoklávozott üveget 
használnak tenyésztésükhöz.
A víznek is különlegesen tisztának kell lennie (ionmentes, szer-
vesanyag-mentes, endotoxin-mentes, pirogén-mentes) és ezt is
műanyag edényben tárolják.
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Módosított Eagle médium (MEM)
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SZÉRUM: a sejtvonalak nagy része igényli a vérfehérjék jelenlé-
tét is → ezt újszülött állatok (borjú) vérszérumával biztosítják (5-
15%). Ez szörnyű drága (és nehezen reprodukálható), ezért tö-
rekednek a minimalizálására, helyettesítésére vagy teljes elha-
gyására.
A szérummentes, kémiai komponensekből összemért tápoldatok
olcsóbbak, állandó az összetételük, és reprodukálhatóbbak az
eredmények, kisebb a fertőzés kockázata, könnyebb a fehérje
termékek izolálása.
Pl. próbálkoznak a szérum részbeni vagy teljes pótlására hidrofil 
polimerekkel pl. dextránnal. 
Léteznek olyan sejtvonalak, amelyek a szérumból egyedül az in-
zulin jelenlétét igénylik (de ez lehet rekombináns inzulin is).

Az állati sejttenyésztés tápoldatai
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A szérum aktív 
komponensei
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2/2 Az állati sejttenyésztés körülményei

A sejtek nagyon érzékenyek pl. a nyírásra:
− nagyon kíméletes keverés,
− sok sejtvonal érzékeny a buborékokra

Az oxigénigény nagyon kicsi, rendszerint elég a fejtérfogatot át-
öblíteni levegővel. Sok sejtvonal kedveli a CO2 jelenlétét (2-5%)

A pH=7,4, az ozmolaritás 300-400 milliozmól, azonos a vérrel.

Hőmérséklet: emlős sejteknél 37°C, madársejteknél 41°C
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2/3 Laboratóriumi tenyésztő edények (felületi)
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Laboratóriumi tenyésztő edények (felületi)
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Laboratóriumi tenyésztő edények (felületi)
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A felület növelése
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Multitray roller bottles

Forgó palackok/roller bottles
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Mikrokarrires tenyésztés

Inokulálási/tapadási fázis kialakult monolayer
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„Spinner flask”

Mágneses keverő, lassú keverés
Mikrokarrieres és szuszpenziós tenyésztés

30
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Minibioreaktorok mikroba és emlős sejtekhez

12 ml („tic-tac doboz”) 200 ml
Egyedi hőmérséklet-, pH-, DO-, pCO2-, keverés-szabályozással, 
automatikus mintavételezéssel.
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Bioreaktorok emlős sejtekhez

Térfogat: 6x2 liter, közös szabályozó egység

32
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Kevert reaktorok
Általánosan szuszpenziós tenyésztéshez, de mikrokarrierekkel 
felületi tenyészetekhez is használható.

Max. 10.000 liter (pl: interferon, tPA)
Energiabevitel kisebb, kevesebb O2 kell, így kevésbé károsodik 
a sejt, néha elegendő a felületi levegőztetés, a cél csak a homo-
genizálás és szuszpenzióban tartani a sejteket/mikrokarriereket
Diffúziós levegőztetés: szilikon csövek falán át, nincs károsodás
Keverő: propeller, hajócsavar, lekerekített formák, 25-250rpm

Léptéknövelés 1000 literre

Léptéknövelés 10 000 literre

Egyszer használatos bioreaktorok
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Egyszer használatos bioreaktorok

Egyszer-
használatos 

bioreaktor zsák

Rozsdamentes 
acél héj 
(állandó)

(1000 literig)

SUB Animation Thermo Fisher_NEW.wmv

Egyszer használatos bioreaktorok

A keverőszár behelyezése

jhojho

Egyszer használatos bioreaktorok

A szuszpenziós vagy mikrokarrieres állati sejt tenyészeteket 
többféle technikával is lehet szaporítani:

2/4 Tenyésztési módszerek összehasonlítása
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Tenyésztési módszerek összehasonlítása

Szakaszos (batch): kis produktivitás, a sejtkoncetráció 1-2x106

sejt/ml, tenyésztés 3-5 nap

Rátáplálásos (fed-batch): +glükóz +aminosavak, 1-3 hét, 
nagyobb a produktivitás, mint szakaszosban, de toxikus me-
tabolitok felhalmozódása hat a termelésre és a termékminő-
ségre.

Folytonos (perfúziós): sejtkoncentráció 3-5x107 sejt/ml, 6-8 hét, 
termék is koncentráltabb, a szükséges reaktortérfogat a 
szakaszosnak csak 1%-a. Jó a szubsztrát ellátottság, és jó a 
toxikus metabolitok eltávolítása.
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Tenyésztési módszerek összehasonlítása
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Titernövelés: csökkenő költségek
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Hasznos térfogat: 600-950 liter
Reaktor típusa: S.U.B. 1000L
Inokulum: ~ 60-80 l (induló térfogat/10) Az inokulum3 tenyészetet átoltják a

termelő bioreaktorba, az induló sejtszám 0.4-0.6×106 sejt/ml.

Tápoldat térfogat: 530 l alap tápoldat (PCHO)
Rátáplálás: adagolás a 3, 5, and 7 napon, „feed” tápoldat

Térfogata: 15% (~90 l)     (Valap tápoldat + Vinokulum) × 0.15

Egy 1000 literes fed-batch technológia tipikus 
adatai
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Glükóz adagolás: Gyakori at-line mérés, kézi adagolás a számított fogyásnak
megfelelően

Fizikai
paraméterek:

Hőmérséklet: 37 oC, pH: 7.15, keverés: 40-60 rpm, DO2: 40%,
fejnyomás: 0-50 mbar

Ozmolariás: <400 mOzmol
pH szabályozás: 10-16% H3PO4 oldattal, 0.5-0.6 M Na2CO3 oldattal
időtartam: 7-9 nap

250 L bioreaktor

Tápoldat tank 
4000 L

Gyüjtő-
tartály 

sorVisszatartó 
egység

Higítási sebesség: 0.6 - 2.0 / nap

1000 liter

Tenyésztési módszerek: folyamatos, sejtvisszatartással

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyésztés, folyamatos átfolyással, sejt-
visszatartással, vagy sejt és termék visszatartással. 
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Sejtvisszatartásos (perfúziós) technológiák

ATF = Alternating
tangential filtration

48
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Sejtvisszatartásos (perfúziós) technológiák

Alternatív megoldás: forgó, henger alakú 
rozsdamentes fémszita.

Résméret: 20 µm Sejtvisszatartás:8 µm
Élő sejt visszatartás: 97-100%
Méretek: 50 x 5 cm, folyadékréteg: 1 cm
Fordulatszám: ~1000 rpm
Függőleges áramlás: 1,5 – 3 l/perc
Szűrési sebesség: 12 l/óra
Tisztítás szükséges: 2-10 naponta
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Példa: rekombináns eritropoietin termelése 

Upstream:
A BHK/CHO sejtvonal felületi te-
nyésztése Eagle  alap  közegen 
+10% szérum + 10% Bacto tryp-
tose foszfát közeg.

4 nap után az első tápoldat csere: 
a termelő közeg csak 1,5% széru-
mot tartalmaz. 
3 naponként lefejtés, feltöltés

50

EPO fermentációs üzem


