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Получение рекомбинантных белков

Молекула инсулина

Ген, кодирующий инсулин

Плазмида, кодирующая инсулин
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Трансформация E.coli полученной 

плазмидой

Получение рекомбинантных белков

Штамм E.coli, способный 

синтезировать инсулин
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Культивирование 

E.coli и синтез 

инсулина

Получение рекомбинантных белков

Разрушение клеток и 

последовательная 

очистка инсулина

Получение необходимого 

количества инсулина с 

требуемой чистотой
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Культивирование 

E.coli и синтез 

инсулина

Получение рекомбинантных белков

Разрушение клеток и 

последовательная 

очистка инсулина

Получение необходимого 

количества инсулина с 

требуемой чистотой
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Что важно?

Объемная продуктивность

Сколько г белка в 1 л 

культуральной жидкости

Удельная продуктивность

Сколько г белка в 1 г биомассы 

клеток?

Титр клеток

Сколько г биомассы клеток в 1 л 

культуральной жидкости?
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Что влияет?
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One factor at a time vs Design of experiments 

Выход= f (температура; давление)

DOE превосходит OFAT, поскольку позволяет сэкономить время и не проводить 

несколько экспериментов.
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Design of experiments

doi: 10.3390 / bioengineering5040089

DoE включает в себя три этапа 

экспериментов.

Объем экспериментов зависит от 

количества исследуемых факторов

https://dx.doi.org/10.3390%2Fbioengineering5040089
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Кейс

Разработать условия культивирования трех 

штаммов-продуцентов белков за три месяца
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Выбор стратегии оптимизации

Проведение ферментации в стандартных 

условиях для определения наиболее 

критичных факторов
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Выбор стратегии оптимизации
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Какую методологию выбрать?

OFAT

• Последовательная оптимизация 

выбранных факторов

• Все эксперименты проводить в трех 

параллелях 

93 эксперимента на каждый белок

5,5 недели работы для одного белка

НЕ учитывает взаимодействие 

факторов и их влияние друг на друга

DoE

• Оптимизация всех факторов в одном 

эксперименте

• Повтор только центральных точек 

согласно дизайну

30 экспериментов на каждый белок

1,1 недели работы для одного белка

Учитывает взаимодействие факторов 

и их влияние друг на друга
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Схема DoE

Для оптимизации был

рекомендован дизайн Reduced

Central Composite Face (CCF), в

котором исследуемые точки

находятся на гранях куба и имеют

три уровня.
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Схема DoE

𝑌𝐶𝐶𝐹 = 𝑎0 +

𝑖=1

𝑛

𝑎𝑖𝑋𝑖 +

𝑖<𝑗

𝑛

𝑎𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗 +

𝑖=1

𝑛

𝑎𝑖𝑖𝑋𝑖
2 ,

где 𝑌𝐶𝐶𝐹 – отклик CCF дизайна, n – количество исследованных факторов; Xi и Xj

представляют собой анализируемые факторы, a0 – константа; ai, aij и aii -

линейные коэффициенты регрессии, коэффициенты взаимодействия и

квадратичных коэффициенты регрессии соответственно.
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Схема разработки условий культивирования

Оптимизация условий 

экспрессии в колбах

Валидация условий в 5-л 

биореакторе 

(от 3 серий)

Технология 
культивирования 

штамма-продуцента
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Результаты для штамма-продуцента белка 1

Продуктивность штамма в 

ферментациях

2.6 г/л КЖ1.3 г/л

Продуктивность увеличена на 100% 
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Результаты для штамма-продуцента белка 2

Продуктивность штамма в 

ферментациях

4.5 г/л КЖ2.3 г/л

Продуктивность увеличена на 96% 
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Результат для  штамма-продуцента белка 3

Продуктивность штамма в 

ферментациях

4.8 г/л КЖ1.7 г/л

Продуктивность увеличена на 176% 
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Проектные поля
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• DоE требует меньше испытаний.

• DоE позволяет более эффективно подбирать оптимальные параметры для

увеличения продуктивности.

• DоE позволяет нам вывести статистическую модель для прогнозирования

результатов в зависимости от двух и более факторов и их совокупного

воздействия.

Резюме

Лаборатория использует DoE 1,5 года

Проведена оптимизация условий культивирования с использованием DoE для более 

10 штаммов-продуцентов различных белков.
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