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Projekts nr. 1.1.1.1/21/A/044 “Efektivas pilot-méroga leghemoglobina
razoSanas tehnologijas izstrade uz rekombinanto Pichia pastoris un

Kluyveromyces lactis fermentacijas procesu ar piebarosanu bazes.
(BioHeme)”

1. ceturksna progress (01.01.2022. - 31.03.2022.)

Latvijas Valsts koksnes kimijas institiits

Tiek apkopota informacija no zinatniskas literatiiras avotiem par iesp&jamiem veidiem ka intensificet
s€roh&ma un protohéma biosintézi P. pastoris §tnas. Balstoties uz apkopoto informaciju tiks izstradata
eksperimentu matrica, kas laus identificét argjo faktoru (kimisko un fizikalo) ietekmi uz héma sintézi P.
pastoris kultara. Tika apkopoti pieejamie dati par P. pastoris metaboliskiem celiem un apkopoti
metaboliska modeli, caur kuru tika identificeti fermenti, kuri tie$a veida piedalas héma sintezg. Turpmak
uz izveidota metabolitiska modela bazes tiks izstradati potencialic héma biosintézes stimulacijas
mehanismi.

Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centrs

Tika dizain€ti géni un konstruéti attiecigie vektori sojas leghemoglobina (LegHb) intracelularai un
sekretorai ekspresijai P. pastoris un K. lactis raugu sistémas. Visos gadijumos tika iegti transformanti ar
multikopiju génu integraciju rauga hromosoma. Virkne transformantu tika salidzino$i ekspreséti
standartapstaklos, lai atlasitu perspektivakos producentu klonus. K. lactis gadijuma LegHb sintéze netika
drosi pieradita ne intracelulari, ne sekretori. P. pastoris §tinas intracelulari tika konstatéta visai augsta mérka
proteina sint€ze. Tomér méginajumi uzlabot ekspresiju, izmantojot pazeminatu temperatiiru, dzelzs jonu
klatbiitni un palielinatu kultivésanas ilgumu nedeva gaidito rezultatu. Tika veikta LegHb g€na salidzinosa
ekspresija P. pastoris kolbas ar aeraciju un 5 L galda fermentieri. Lai gan ar fermentierT sintéze bija skaidri
detektéjama, tomér ievérojami augstaka ta bija kolbas. P. pastoris tika pieradita arT sekretora LegHb
proteina sintéze, tomer barotnei nebija raksturiga sarkanbriina krasa. Tadejadi, visticamak, tas nesatur héma
grupu un Iidz ar to nav izmantojams uzstaditajiem mérkiem. Pagaidam vieniga perspektiva ir LegHb géna
intracelulara ekspresija P. pastoris. Nav izslégta citu alternativu saimnieku, piem&ram, S. cerevisiae izpéte
tuvakaja nakotne.

A/S Biotehniskais centrs

Tika izstradata pilot-méroga bioreaktora konstrukcijas specifikacija, ka arT tehnologiska shéma (P&ID).
Tiek mekléti galveno sistemas sastavdalu piegadataji/razotaji. Pateicoties informacijas apmainai ar citiem
projekta iesaistitiem partneriem, tika izstradata bazes koncepcija vadibas algoritmiem, kuri nakotne tiks
integreti gan laboratorijas, gan pilot-m&roga bioreaktoru sist€mas.

Vadosais partneris: APP Latvijas Valsts koksnes kimijas institiits

Sadarbibas partneri: APP Latvijas Biomedicinas p&tijjumu un studiju centrs un A/S Biotehniskais centrs
Projekta 1stenoSanas ilgums: 01.01.2022. - 30.11.2023. jeb 23 ménesi

Projekta kopg€jas attiecinamas izmaksas: 540 540 EUR, t.sk. ERAF lidzfinans€jums 81.96 % apmera — 443
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