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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)”

2. ceturks$na progress (01.04.2022. - 30.06.2022.)

Latvijas Valsts koksnes kimijas instituts

Tiek veikti kolbu eksperimenti ar LegH producgjosu P. pastoris rauga celmu. Galvenais mérkis min&tajiem
eksperimentiem ir noteikt atseviskus fermentacijas vides komponentus, kuri ietekm& hemeproteinu sintézes
efektivitati. Vadoties no ta, ka heme molekula tiek sintezgta rauga Siinas klasiskajos metabolitiskajos celos,
tika identificStas reakcijas un attiecigi enzimi, kuri iesaistas heme sintéz¢. Balstoties uz iepriek§ ming&to,
tika identificétas vielas, kuras §inam ir nepiecieSamas iegiit no apkart&jas vides, un kuras ir vajadzigas
attiecigo enzimu radiSanai/funkcioné$anai. Rezultata, tiek veikti fermentacijas eksperimenti, kuros variétas
(1) peridoksina, (2) folijskabes, (3) glikozes, (4) ciankobolamina un (5) vitamina C koncentracijas. Dati
tiks turpmak analiz&ti un apkopoti.

Latvijas Biomedicinas pétljumu un studiju centrs

- =V

Tika izstradata atra un efektiva sojas leghemoglobina (LegHDb) attiriSanas metode no Pichia pastoris §anam,
kas rezultg&jas par ~50% attirita produkta. Tika konstatéts, ka pasreizgjos apstaklos iegist ~1 mg LegHb
proteina no 1 g mitru §tinu. Sads iznakums vértgjams ka vidéji augsts.

Turpinajas méginajumi iegiit LegHb produkciju rauga Kluyveromyces lactis. Sakotngji tika uzskatits, ka
S§aja rauga sint€ze nav detektgjama, toméer, veicot attirisanu pec izstradatas shémas, tika konstatéts neliels
LegHb daudzums. Tika veiktas arT vairakas K. lactis fermentacijas dazados apstaklos, un ari Seit tika
konstatéta LegHb klatbttne. Tegitais daudzums gan ir krietni zemaks neka P. pastoris.

Ka alternativa K. lactis tika dizain&ti géni un konstruéti attiecigie vektori LegHb intracelularai ekspresijai
Saccharomyces cerevisiae un Hansenula polymorpha raugu sistémas. Abos gadijumos tika ieguti
transformanti - S. cerevisiae gadijuma episomalai ekspresijai, bet H. polymorpha gadijuma ar integraciju
rauga hromosoma. Virkne transformantu tika salidzinosi kultivéti standarta ekspresijas apstaklos, lai
atlasttu perspektivakos producentu klonus. Pagaidam abos gadijumos LegHb sint€ze nav drosi pieradita.
Turpinas ekspresijas apstak]u optimizacija.

A/S Biotehniskais centrs

Norit darbs pie pilot-m&roga bioreaktora konstrukcijas projektesanas. Tiek mekléti potencialie funkcionalo
elementu un detalu razotaji/piegadataji. Bioreaktora, ka arT protetnu attiriSanas sist€mas mezglu
konstrukcijas tiek izstradatas, iesaistot dalibniekus no pargjam projekta darba grupam. Paralgli ar pilot-
meéroga bioreaktora projekt€Sanu norisinas darbs, kas veltits vadibas algoritmu (programmatiiras) izstradei.
Programmatiiras sakotn€ja versija tiks aprobéta nakotnés laboratorijas méroga bioreaktora fermentacijas
eksperimentos.
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Vadosais partneris: APP Latvijas Valsts koksnes kimijas institiits

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

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



